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LYHENTEET 
 
AAPH = 2,2’-atso-bis(2-amidinopropaani) dihydrokloridi 
ABTS = 2,2-atsinobis-(3-etyylibentsotiatsoliini-6-sulfonihappo) 
BHT = Butyloitu hydroksyylitolueeni (3,5-ditetrbutyl-4-hydroksitolueeni) 
DBDO = Dibentsodioksosiini 
DHP = Dehydropolymeeri 
DMSO = dimetyylisulfoksidi 
DPPH = di(fenyyli)-(2,4,6-trinitrofenyyli)iminoatsaniumi 
FRAP =  Antioksidantin raudan pelkistys tehokkuus. engl. Ferric-reducing antioxidant 
power 
FTS = Fisher – Tropsch-synteesi 
G = Guajasyyli 
GPx = Glutationiperoksidaasi 
GS = Guajasyyli syringyyli 
GSH = Glutationi 
GSSG = Glatationidisulfidi 
HPLC = Korkean erotuskyvyn nestekromatografia. engl. High performance liquid 
chromatography 
HMF = hydroksyylimetyylifurfuraali 
HRP = Piparjuuriperoksidaari. engl. Horseradish peroxidase 
HTU = Hydroterminen menetelmä. engl Hydrothermal upgrading. 
KLA = Korkea lämpö-arvo 
MLA = Matala lämpö-arvo 
NADPH = Nikotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatti 
ORAC = Happi radikaalin absorbanssikyk. engl. Oxygen radical absorbance capacity 
RHL = Reaktiivinen happi lajike 
RTL = Reaktiivinen typpi lajike 
S = Syringyyli 
SOD = Superoksididismutaasi 
THB = Tetrahydrobiopterin ((6R)-2-amino-6-[(1R,2S)-1,2-dihydroksyylipropyyli]-5,6,7,8-
tetrahydropteridin-4(1H)-oni. 
TPZT = (2,4,6-tris(2-pyridyyli)-1,3,5-triatsiini) 
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1. Johdanto 
 
Fossiiliset energiavarat tulevat loppumaan maapallolta vuosien mittaan, minkä vuoksi 
uusien energialähteiden löytäminen ja kehittäminen on erityisen tärkeää. Kiinnostusta on 
erityisesti herättänyt biomassa ja sen jalostaminen biopolttoaineeksi, energiaksi ja 
kemikaaleiksi. Biomassasta 75 % on hiilihydraatteja, joita ovat pääosin selluloosa, 
hemiselluloosa, tärkkelys ja sakkaroosi.  Ligniiniä biomassasta on 20 %. Loput 5 % 
koostuvat rasvoista, proteiineista ja muista luonnonyhdisteistä.1  
 
Erityisesti huomiota on kiinnitetty biojalostamoissa biomassasta eristettyyn ligniini in. 
Ligniinit ovat fenolisia, aromaattisia biopolymeereja, joita esiintyy havupuissa (30 m%) ja 
lehtipuissa (20 m%).2 Niiden tehtävä luonnossa on vedenkuljetus kasveissa, puiden 
suojaaminen kemiallisilta ja biologisilta hyökkäyksiltä sekä kestävän rakenteen takaaminen 
puille ja muille kasveille. Puiden lisäksi ligniiniä esiintyy runsaasti erilais issa 
ruohokasveissa, sekä erityisesti viljoissa ja viljatuotteissa.3 Ligniinistä tekee 
mielenkiintoisen sen epäsäännöllinen molekyylirakenne (Kuva 1) ja rakenteen 
muodostuminen. Lisäksi ligniinin polymeerirakenteessa esiintyvän dibentsodioksosiinin (1) 
(DBDO, Kuva 2) mahdollinen antioksidatiivinen luonne herättää kiinnostusta.  
 
 
 
 
Kuva 1. Osa mahdollisesta ligniinin polymeerirakenteesta.4  
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Kuva 2. Ligniinin polymeerirakenteessa esiintyvä DBDO:n molekyylirakenne. Molekyylissä esiintyy -O-4 ja 5-5 
sidoksia, jotka on merkattu kuvaan. 
 
Ligniinin rakenne koostuu pääosin kolmesta fenolisesta yksiköistä: p-kumaryylialkoholista 
(2), koniferyylialkoholista (3) ja sinapyylialkoholista (4), jotka on esitelty Kuvassa 3. 
Ligniinin rakenne muodostuu, kun yksiköt reagoivat keskenään hapettavissa olosuhte issa 
entsyymien läsnä ollessa.  Yksiköiden yleisin, toisiinsa linkittymistapa, on -O-4-
linkittyminen.  Muita linkittymistapoja ovat mm.  -5, 5-5 ja --linkittymiset mutta niitä 
esiintyy vähemmän ligniinissä kuin -O-4-linkittymistä, eikä niiden muodostumiselle ole 
olemassa sääntöä. Tämä johtaa ligniinin epäsäännöllisen rakenteen muodostumiseen. 
 
 
 
Kuva 3. Ligniinin polymeerirakenne koostuu pääosin näistä kolmesta rakennusosasesta. p-kumaryylialkoholi (2), 
koniferyylialkoholi (3) ja sinapyylialkoholi (4).  
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Kuvassa 3 esitetyt fenoliset yhdisteet omaavat mahdollisesti antioksidatiivis ia 
ominaisuuksia, eli kykyä siepata vapaita haitallisia radikaaleja, joita esiintyy esimerkik s i 
ihmisen elimistössä. Tämän vuoksi, lääke- ja kosmetiikkateollisuudessa on tehokkaasti 
hyödynnetty fenolisia antioksidantteja mm. uusissa lääkkeissä sekä kasvo- ja 
vartalovoiteissa.5  
 
1.1 Tutkielman tarkoitus 
 
Tämän Pro gradu -tutkielman tarkoituksena oli tutkia erilaisia yhdisteitä, joilla on 
antioksidatiivisia ominaisuuksia sekä näiden yhdisteiden kykyä siepata haitallisia ’vapaita’ 
radikaaleja käyttäen analyyseissa UV-vis-spektofotometrista mittausmenetelmää. 
Radikaaleja esiintyy kaikissa elävissä organismeissa, mikä tekee niistä mielenkiinto isen 
tutkimuskohteen. Kirjallisuuskatsauksessa käydään aluksi läpi mitä ja milla is ia 
biojalostamoja on ja kuinka antioksidatiivisia ominaisuuksia omaavaa fenolista materiaa lia  
voidaan biomassasta erottaa ja mistä biomassat ovat peräisin. 
 
Seuraavaksi kirjallisuuskatsauksessa määritellään tarkemmin mitä ovat vapaat radikaalit, 
kuinka ne muodostuvat kehossa ja miten ne vaikuttavat ihmisen terveyteen. Tämän jälkeen 
siirrytään tarkastelemaan solunsisäisiä ja kineettisiä antioksidantteja. Osiossa selvitetään 
mitä antioksidantit ovat ja kuinka ne toimivat. Huomiota kiinnitetään myös siihen mitkä 
rakenteelliset tekijät antioksidanteissa vaikuttavat niiden aktiivisuuteen ja millä eri tavoin 
yhdisteiden antioksidatiivisuutta voidaan mitata.  
 
Tutkielman kokeellisessa osuudessa tutkitaan muun muassa askorbiini-,(33) ferula-,(62) 
kahvi-,(63) sinapyyli- (61) ja kanelihapon (64) sekä syringaldehdin, (66) p-
kumaryylialkoholin (60) ja metyyli-3-(4-hydroksifenyyli)akrylaatin (65) kykyä siepata 
vapaita radikaaleja. Lisäksi tutkittiin 13 muun fenolisen yhdisteen ja ligniinin 
polymeerirakenteessa esiintyvän DBDO:n (1) antioksidatiivisuutta. Kaikki tutkitut yhdisteet 
on esitetty Taulukoissa 3 ja 4 (s. 46-47).  Mittauksissa käytettiin vapaana radikaalina 
DPPH:ta (di(fenyyli)-(2,4,6-trinitrofenyyli)iminoatsaniumi) (48). Tämän lisäksi tutkitt iin 
DBDO:n reaktiivisuutta entymaattisessa koplauksessa koniferyylialkoholin kanssa ja 
mahdollisuutta valmistaa Kaaviossa 1 esitetty tetrameeri (5) (1-(4-hydroksyyli-3-
metoksifenyyli)-2-(2-metoksi-4-(2,7,11tris(hydroksyylimetyyli)-4,9-dimetoksi-6,7-
10 
 
dihydrodibentso[e,g][1,4]diok- sosin-6-yyli)fenoksi)propan-1,3-dioli) DBDO:sta ja 
koniferyylialkoholista (3)  entsymaattisesti HRP:n (Horseradish peroxidase, 
piparjuuriperoksidaasi) ja vetyperoksidin avulla eri reaktio-olosuhteissa. 
 
 
 
Kaavio 1. Synteesireitti tetrameerin (5) valmistukselle. 
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2. Kirjallisuuskatsaus 
2.1 Biojalostamot 
 
Biojalostamot ovat tuotantolaitoksia, joissa sinne tulevasta biomassasta tuotetaan mm. 
energiaa, lämpöä, polttoaineita ja kemikaaleja kotitalouksille sekä yrityksil le. 
Biojalostamoiden etuna, verrattuna fossiilisiin polttoaineisiin, on ympäristölle haitallisten 
kasvihuonekaasujen, kuten hiilidioksidin ja metaanin, alhaisemmat päästöt ilmakehään. 
Biojalostamoiden prosessit voidaan jakaa kolmeen kategoriaan: biokemiallinen- , 
lämpökemiallinen-, ja näiden kahden yhdistelmä. Kuvassa 4 on jaoteltu erityyppiset 
biomassojen jalostusprosessit.6 
 
 
 
Kuva 4. Biojalostamoissa käytetyt jalostusprosessit7 
 
2.1.1 Biokemialliset biojalostamot 
 
Biokemiallisessa jalostusprosessissa avainasemassa toimivat erilaiset entsyymit ja mikro-
organismit, kuten hiivat ja bakteerit.  Jalostuksen esikäsittely vaiheessa biomassaa 
käsitellään väkevällä rikkihapolla korkeassa lämpötilassa. Suurin osa biomassan 
sisältämästä hemiselluloosasta, joka on haaroittunut heteropolymeeri, koostuu pääosin 
pentoosi- ja heksoosimonosakkarideista, jotka hydrolysoituvat käymiskelpoisiksi mono-
sokereiksi. Hemiselluloosasta saatavia mono-sokereita ovat muun muassa ksyloosi, manoosi 
ja galaktoosi. Happo hydrolyysireaktiossa muodostuu edellisten lisäksi etikkahappoa, 
furfuraalia ja hydroksimetyylifurfuraalia (HMF) hajoavista pentooseista ja heksooseista. 
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Nämä yhdisteet toimivat inhibiittoreina sokereiden entsymaattiselle käymisreaktiolle, ja 
siten estävät sokereita käymästä. Tästä syystä ne poistetaan reaktiosta huuhtelemalla seosta 
vedellä. Tämän jälkeen hydrolysaatti erotetaan ligniinistä ja tehdään emäksiseksi kalkin 
avulla, jotta saadaan loput inhibiittoreiden jäämät pois systeemistä. Liuos neutralisoidaan 
rikkihapolla ja kuivataan kidevedellisellä kalsiumsulfaatilla (kipsi). Kipsi suodatetaan ja 
puhdas hydrolysaatti ja selluloosa siirretään sakkarointi ja esi-käymisvaiheeseen.6 Ligniini 
ja selluloosa siirretään poltettavaksi polttosäiliöihin energian tuottoa varten. 
 
Alkukäsittelyn jälkeen selluloosa hydrolysoidaan biokemiallisesti sellulaasi-entsyymin 
avulla glukoosiksi. Hydrolysaatin esikäymisvaihe tehdään niin kutsutuissa anaerobisissa 
käymisaltaissa mikro-organismin (Zymomonas mobilis) läsnä ollessa. Muutaman 
vuorokauden aikana suurin osa sokereista ja selluloosasta on muuttunut etanoliksi. Saatua 
etanolia konsentroidaan aluksi tislaamalla, jonka jälkeen etanoli erotetaan vedestä 
höyrystämällä se molekyyliseulojen lävitse. Jäljellä jäävästä tislausliuoksesta erotellaan 
kiinteät aineet erilleen. Vesi haihdutetaan, puhdistetaan ja uudelleenkierrätetään reaktioon. 
Jäljelle jäänyt konsentroitunut sokeriliemi, kiinteät aineet kuten ligniini ja muodostuva 
biokaasu poltetaan säiliössä, mistä saadaan paljon höyryä höyryturbiineille, jotka tuottavat 
sähköä ja energiaa biojalostamolle. Muodostuvaa energiaa myydään myös kotitalouksille .8  
Kuvassa 5 on esitetty etanolin biokemiallinen erotusperiaate biomassasta. 
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Kuva 5. Etanolin valmistus lignoselluloosasta.8 
 
Etanolin lisäksi myös muita biopolttoaineita ja kemikaaleja voidaan valmis taa 
käymiskelpoisista mono-sokereista käyttämällä erilaisia mikro-organismeja.. Näitä ovat 
butanoli ja erityisesti karboksyylihapot, kuten butaanidi-, (6) maleiini-, (7) fumariini-, (8) 
glutamiini- (9) ja sitruunahappo (10), jotka on esitelty Kuvassa 6. Happoja pystytään 
edelleen käyttämään esimerkiksi uusien biopohjaisten raaka-aineiden valmistamiseen.9 
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Kuva 6. Mono-sokereista saatavat karboksyylihapot. 
 
2.1.1.1 Antioksidanttien erotus eukalyptuspuusta 
 
Yksi mielenkiinnon kohde puiden biomassaa käsitellessä on se, että kuinka puusta voidaan 
erottaa antioksidantteina toimivat yhdisteet. Esimerkiksi lignoselluloosamateriaa l ien 
sisältämiä luonnollisia antioksidantteja, kuten fenoleita ja polyfenoleita, voidaan käyttää 
lisäaineina elintarvikkeissa. Niiden etuja ovat myös edullinen hinta ja uusiutuvuus. 
Biokemiallisiin biojalostamoihin tuleva puupitoinen biomassa (lignoselluloosa/puunpalase t) 
käsitellään samalla tapaa kuin biojalostamoissa, joissa valmistetaan pääsääntöisesti etanolia 
ja muita biopolttoaineita. 10 
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Biomassa hydrolysoidaan aluksi laimealla rikkihapolla (2,5 – 5 %) korkeassa lämpötilassa 
(100 – 130 oC).  Lietteestä erotetaan hydrolysaatit (sokerit ja ligniinifragmentit) ja kiinteät 
aineet (selluloosa ja ligniini) vakuumisuodatuksella.  Hydrolyslaatti uutetaan 
etyyliasetaattiin, jolloin fenoliset yhdisteet siirtyvät orgaaniseen faasiin ja hemiselluloosasta 
hydrolysoituneet monosokerit vesifaasiin. Vesifaasissa oleva hemiselluloosa on 
suurimmaksi osaksi ksyloosia, josta voidaan edelleen valmistaa mm. etanolia tai ksylito lia 
riippuen käytetystä hiivasta. Orgaanisen faasin uuttoliuotin haihdutetaan pois ja kierrätetään 
uudelleen uuttovaiheeseen. Haihdutuksesta jäljelle jääneet antioksidantit puhdistetaan ja 
varastoidaan.10 Prosessikaavio antioksidanttien erotukselle on esitetty Kuvassa 7. 
 
 
 
Kuva 7. Blokkikaavio antioksidanttien erotukselle eukalyptyspuusta.10 
 
2.1.2 Lämpö-kemialliset biojalostamot 
2.1.2.1 Biomassan polttaminen  
 
Lämpökemiallisissa biojalostamoissa biomassan käsittelymenetelmiä ovat polttaminen, 
hydroterminen nesteytys, pyrolyysi ja kaasutus. Näiden menetelmien avulla biomassasta 
saadaan höyrynä lämpöä, biopolttoaineisiin lukeutuvaa bio-dieseliä ja muita kemikaaleja.  
Biomassan polttamisprosessissa biomassan sisältämät yhdisteet poltetaan, jolloin saadaan 
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merkittävä määrä lämpöä. Saatavaa lämpöä hyödynnetään biojalostamon tarvitseman 
energian tuotantoon.6 
2.1.2.2 Pyrolyysiprosessi  
 
Biomassan pyrolyysi on terminen prosessi, jossa biomassa muunnetaan nesteeksi (bio-öljyt), 
kiinteiksi aineiksi (hiiltynyt aines/hiili) ja kaasuiksi hapettomissa olosuhteissa. 
Pyrolyysiprosessit voidaan jakaa neljään eri kategoriaan niiden tuotejakauman ja reaktion 
nopeuksien perusteella: paahtaminen, hiiltäminen, keskinopea pyrolyysi ja nopea pyrolyys i. 
Paahtaminen ja hiiltäminen ovat hitaita prosesseja, joissa voi kestää tunteja tai jopa päiviä 
ennen yhdisteiden erottumista biomassasta. Nopea ja keskinopea pyrolyysi puolestaan vievät 
aikaa vain sekunteja. Paahtamalla ja hiiltämisellä saadaan enemmän kaasumaisia ja kiinte itä 
aineita, kun taas nopealla – ja keskinopealla pyrolyysillä saadaan nestemäisiä aineita.11 
 
Pyrolyysistä saatava bioöljy on useiden satojen orgaanisten yhdisteiden kompleksinen seos. 
Se on neste, joka sisältää 35 – 50 % palamattomia yhdisteitä.12 Bioöljyä voidaan käyttää 
synteesikaasujen (CO ja H2) valmistamiseen kaasutuksessa. Näistä kaasuista voidaan 
edelleen valmistaa kemikaaleja ja polttoaineita. Bio-öljyistä voidaan myös eristää 
karboksyylihappoja sekä joitakin fenolisia yhdisteitä kuten oligomeerisiä ligniinin 
johdannaisia, sekä guajasyylisiä, katekolisia ja syringyylisiä yhdisteitä.6 Kuvassa 8 on 
esitetty blokkikaavio pyrolyysituotteille. Kuvassa 9 nähdään esimerkkejä tyypillis istä 
pyrolyysissä muodostuvien fenolisten yhdisteiden rakenteita. 
 
 
 
Kuva 8. Blokkikaavio pyrolyysituotteille.7 KLA = korkea lämpö-arvo ja MLA = matala lämpö-arvo. 
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Kuva 9. Katekoli, guajasyyli ja syringyylijohdannaisten molekyylirakenteita. 
 
2.1.2.3 Biomassan hydroterminen nesteytysprosessi 
 
Biomassan hydroterminen nesteytys tehdään vesiliuoksessa, korkeassa lämpötilassa (280 – 
370 o C) ja paineessa (10 – 25 MPa).13 Näissä olosuhteissa vesi on yhä nestemäisessä 
muodossa ja lähellä kriittistä pistettä, jolloin vedellä on alhainen viskositeetti ja orgaaniset 
aineet liukenevat siihen tehokkaasti. Tällöin vesi myös kykenee nopeisiin homogeenisiin ja 
tehokkaisiin reaktioihin.14,15 Se toimii nesteytysprosessissa sekä reagenssina että 
katalyyttina, jolloin biomassan muuntaminen tuotteiksi onnistuu suoraan ilman erillistä 
kuivausta, jota esimerkiksi pyrolyysissä tarvitaan.16  
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Itse nesteytysprosessi on hyvin suoraviivainen. Säiliöön tuleva biomassa pilkotaan pieniks i 
molekyyleiksi dehydraatio, dekarboksylaatio ja deaminaatio-reaktioiden seurauksena. 
Muodostuvat molekyylit ovat epästabiileja ja hyvin reaktiivisia. Ne polymeroituvat 
uudelleen bioöljyiksi, jotka sisältävät monenlaisia yhdisteitä ja joilla on hyvin laaja 
molekyylipainojakauma.7 Nesteytyksen avulla voidaan biomassassa oleva tärkkelys, 
hemiselluloosa, selluloosa ja ligniini, muuntaa energiaksi, kaasuiksi ja useiksi 
kemikaaleiksi. Taulukon 1 mukaisesti nesteytysprosessissa muodostuu eniten 
polykarbonaatteja, hiilidioksidia, vettä ja hieman metanolia ja etanolia.  
 
Taulukko 1. Hydrotermisessä nesteytyksessä saatavat tuotteet.7 
Tuote Komponentti Massaosuus (%) 
Raaka-aine Polykarbonaatit 47,5 
Metyyli-n-propyylieetteri 2,5 
Kaasu Hiilidioksidi 25,0 
Orgaaniset yhdisteet Metanoli 5,0 
Etanoli 3,5 
Vesi Vesi 16,5 
 
Eräs nesteytysmenetelmän parhaista puolista on se, että sen avulla voidaan tehokkaasti 
valmistaa hyvälaatuista diesel-polttoaineitta nk. HTU (hydrothermal upgrading) 
menetelmän avulla, joka on tehokas (saanto 70 – 90 %) hydroteminen nesteytysprosess i. 
Prosessissa biomassa reagoi nestemäisen veden kanssa 300 – 350 oC lämpötilassa ja 12 – 18 
MPa paineessa 5 – 20 minuutin ajan, jolloin muodostuu bio-öljyä, jonka palamislämpö on 
30 – 35 MJ/kg. Koska tällä bio-öljyllä on alhainen happipitoisuus (10 – 18 % bio-öljyn 
massasta on happea), voidaan se muuttaa laadukkaaksi diesel-polttoaineeksi käyttämällä 
hiilidioksidia hapenpoistoaineena.17  
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2.1.2.4 Biomassan kaasutusprosessi 
Biomassan kaasutus on yksi pyrolyysiprosessin muoto. Pääsääntöisesti kaasutuksessa 
tapahtuu hapetusreaktioita, jotka tapahtuvat korkeissa lämpötiloissa (700 – 850 oC) ja 
paineissa (0,1 – 3 MPa). Useimmissa biomassan kaasutuslaitoksissa hapettimena käytetään 
ilmaa, vesihöyryä tai happea. Prosessissa biomassa asetetaan aluksi astiaan, joka kuljetetaan 
synteesikaasujen, pääosin CO ja H2, tai vesihöyryn kanssa kaasuttimeen. Yllä mainituissa 
olosuhteissa biomassasta muodostuu uusia kuumia synteesikaasuja kuten metaania, 
hiilidioksidia ja typpeä. Kuumista kaasuista kierrätetään lämpö takaisin pyrolyysiprosess i in. 
Jäähtyneet synteesikaasut kulkevat puhdistussiivilän läpi, jolloin epäpuhtaudet poistuvat. 
Puhtaita synteesikaasuja voidaan sitten hyödyntää koneissa, turbiineissa tai 
kaasulämmittimissä.7  
 
2.1.2.5 Fischer-Tropsch-synteesi 
 
Fischer-Tropsch-synteesi (FTS, Kuva 10) on edistynyt kaasutusmenetelmä, jonka 
tarkoituksena on syntetisoida biomassasta pitkäketjuisia hiilivetyjä 2.1:1 H2/CO 
kaasuseoksesta. Menetelmää voidaan käyttää niin korkeissa kuin matalissakin lämpötilo issa 
mutta pääsääntöisesti reaktiot tehdään 180 – 250 oC lämpötilassa ja 20 – 40 bar paineessa.1 8  
Matalissa lämpötiloissa FTS:ssä muodostuu raskaita, vahamaisia hiilivetyjä ja korkeissa 
lämpötiloissa kevyitä hiilivetyjä ja olefiineja. Korkeassa lämpötilassa muodostune ista 
tuotteista voidaan jalostaa ympäristöystävällistä dieseliä ja polttoainetta sekä liuottimia . 
Matalassa lämpötilassa muodostuneista raskaista hiilivedyistä voidaan jalostaa vahoja, 
voiteluöljyjä tai teollisuusbensiiniä.7 Kuvassa 10 on esitetty blokkikaavio FTS-menetelmällä 
valmistettaville tuotteille. 
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Kuva 10. Fisher - Tropschin menetelmällä saatavat tuotteet biomassasta.7 
 
2.2 Vapaat radikaalit 
2.2.1 Yleistä radikaaleista 
 
Vapaiden radikaalien vaikutusta biologisiin systeemeihin on tutkittu jo vuosi kymmeniä.  
Vapaat radikaalit ovat molekyylejä, joilla on yksi tai useampi pariton elektroni 
elektronikuorella. Tällaisia radikaaleja syntyy biologisissa systeemeissä solujen 
aineenvaihdunnan kautta. Ne pystyvät vaikuttamaan moniin kehonsisäisiin reaktioihin.  
Tutkimusten mukaan on olemassa kaksi voimakkaasti vaikuttuvaa radikaalia biologis issa 
systeemeissä, ja nämä ovat hyvin reaktiivinen hydroksyyli radikaali (•OH) ja typpioksid i 
radikaali (•NO), jotka voivat joko toimia hyödyllisesti tai olla vaaraksi eläville 
organismeille.19 Hydroksyyliradikaalin on huomattu olevan eräs mahdollinen osatekijä 
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ikääntymiseen20, diabetekseen, syöpään ja Alzheimerin tautiin. Sen liiallinen esiintyminen 
kehossa aiheuttaa nk. oksidatiivista stressiä, joka vaikuttaa tuhoavasti lipid ien, 
membraanien, proteiinien ja DNA:n solurakenteisiin. Niin ikään typpioksidiradikaa l in 
uskotaan olevan osatekijä, diabeteksen ja Parkinsonin taudin syntyyn. Toisaalta 
hydroksyyliradikaalin on myös havaittu parantavan kehon vastustuskykyä sitomalla 
luonnosta tulevia myrkkyjä ja epäpuhtauksia sekä tehostavan signaalien välitystä solujen 
välillä.21 
 
Ylimääräisen typpioksidiradikaalin uskotaan olevan merkittävässä roolissa kudosvaurio 
mekanismeissa kroonisissa tulehduksissa, aivohalvauksissa ja verenkierron häiriöissä eli 
septisissä shokeissa. Toisaalta sen on havaittu toimivan erittäin tärkeässä roolissa 
verenpaineen alentamisessa, koska se rentouttaa verisuonien sisällä olevia sileitä lihaksia. 2 2  
Näiden kahden radikaalin lisäksi kehossa esiintyy myös paljon muita vapaita radikaaleja ja 
ei-radikaaleja, jotka on taulukoitu Taulukkoon 2. 
 
Taulukko 2. Kehossa esiintyvät muut vapaat ja ei vapaat radikaalit. RHL = Reaktiivinen happi lajike, RTL = 
Reaktiivinen typpi lajike.  Vapaat radikaalit reagoivat paljon nopeammin kuin ei-radikaalit.23  
   
 Radikaaliset hapettimet Ei radikaaliset hapettimet 
RHL Superoksidiradikaali, O2•- Vetyperoksidi, H2O2 
 Hydroksyyliradikaali, •OH Otsooni, O3 
 Peroksyyliradikaali, RO2•- Hypokloorihapoke, HOCl 
 Alkoksyyliradikaali, RO•  
 Hydroperoksyyliradikaali, HO2•  
   
RTL Typpioksidiradikaali, •NO  Typpihapoke, HNO2 
 Typpidioksidiradikaali, •NO2 Dityppi tetraoksidi, N2O4 
  Peroksinitraatti, ONOO- 
 
2.2.1.1 Hydroksyyliradikaalin muodostuminen elimistössä 
 
Ihmiset ovat kokoajan alttiita luonnosta tulevalle kosmiselle sekä radonsäteilylle, ja  
itseaiheutetulle säteilylle. Nämä säteilyt eivät ole haitallisia pieninä määrinä mutta 
esimerkiksi lyhyen aallonpituuden omaava elektromagneettinen gammasäteily, pystyy 
pieninäkin määrinä tunkeutumaan ihmiskudoksen läpi ja vaurioittamaan sitä. Vaurioita 
syntyy, sillä kudoksessa oleva vesi hajoaa gammasäteilyn vaikutuksesta 
hydroksyyliradikaaliksi (Kaavio 2), joka jatkaa reagoimista kehossa.24 Myös UV-valo 
22 
 
pystyy, pienestä energiastaan huolimatta, katkaisemaan kehon sisällä olevan vetyperoksid in 
kovalenttisen O-O sidoksen, jolloin muodostuu kaksi hydroksyyliradikaalia.23  
 
 
 
Kaavio 2. Veden hajoaminen gammasäteilyn vaikutuksesta vety - ja hydroksyyliradikaaleiksi kehossa.. 
 
Hydroksyyliradikaalin muodostuminen elimistössä solutasolla on monimutkainen prosessi. 
Prosessin alussa (Kaavio 3) mitokondriossa muodostuu hapesta superoksidianioniradikaa l i, 
kun molekylaarista happea pelkistetään koentsyymien NADPH 
(nikotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatti) ja ksantiinioksidaasien avulla. Tämän jälkeen 
Kaavion 3 mukaisesti superoksidiradikaali reagoi vetyperoksidiksi ja hapeksi 
superoksididismutaasientsyymin (SOD) katalysoimassa reaktiossa. Tällöin muodostuu sekä 
vetyperoksidia että happea. Seuraavaa reaktiovaihetta voidaan kuvata Fentonin reaktiolla, 
missä rauta(II)ioni reagoi vetyperoksidin kanssa pilkkoen sen radikaaliseksi – ja ioniseks i 
hydroksyyliryhmäksi. Samalla rauta(II)ioni hapettuu rauta(III)ioniksi, joka jatkaa 
reagoimista jäljellä olevan vetyperoksidin kanssa muodostaen superoksdiradikaa l ia. 
Superoksidiradikaali pystyy edelleen reagoimaan vetyperoksid in kanssa metallikatalyytin 
(Fe (II) tai Fe (III)) kanssa, jolloin muodostuu molekylaarista happea, hydroksyyliradikaa l ia 
ja hydroksyyli- ioneja. Tätä reaktiota kutsutaan Haber – Weissin reaktioksi.  
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Kaavio 3. Hydroksyyliradikaalin muodostuminen elimistössä.25 
 
2.2.1.2 Typpioksidiradikaalin muodostuminen elimistössä 
 
Typpioksidiradikaalin muodostumista voidaan kuvata Kaaviossa 4 esitetyllä tavalla, missä 
aminohappo, L-argiini (11), reagoi NADPH-koentsyymin ja hapen kanssa 
tetrahydrobiopterin (12) (THB, Kuva 11) läsnäollessa muodostaen aluksi N-
hydroksyyliargiini- intermediaatin (13). Tämä kyseinen intermediaatti hapettuu reaktion 
seuraavassa vaiheessa hapen ja NADPH:n vaikutuksesta, jolloin muodostuu sitrulliinia (14) 
ja typpioksidiradikaaleja.  
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Kaavio 4. Typpioksidiradikaalin muodostuminen kehon sisällä L-argiini aminohaposta.26 
 
 
 
Kuva 11. Tetrahydrobiopterin molekyylirakenne. 
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2.3 Antioksidantit 
 
Antioksidantti on aine tai molekyyli, joka pystyy ehkäisemään tai hidastamaan toisten 
molekyylien hapettumista reaktiivisten happilajikkeiden ja reaktiivisten typpilajikke iden 
vaikutuksesta. Antioksidantit suojaavat kehoa metallien (arseeni,27 lyijy,28 kadmium,2 9  
kromi30 ja elohopea31) myrkyllisyydeltä sieppaamalla vapaita radikaaleja, jolloin 
ketjureaktiot pysähtyvät. Ne voivat myös kelatoida metalli- ioneja, jolloin reaktiot 
reaktiivisten happilajikkeiden kanssa ovat mahdottomia tai kelatoida metalli- ionin ja pitää 
sen hapetusasteen samana, joten metalli ei voi tuottaa vapaita radikaaleja.32 
 
2.3.1 Antioksidanttien luokittelu 
 
Antioksidantit voidaan jakaa kahteen eri ryhmään niiden alkuperän perusteella : 
Solunsisäisiin ja ulkoa tuleviin (kineettiset antioksidantit), kuten esimerkiksi ravinnosta 
peräisin olevat antioksidantit (Kuva 12), jotka jakautuvat vielä useampaan eri luokkaan. 
Solunsisäiset antioksidantit ovat kehon omia antioksidantteja, joita esiintyy solujen 
mitokondrioissa ja sytosolissa. Näihin antioksidantteihin kuuluu jo aiemmin mainittu SOD-
entsyymi sekä katalaasientsyymi ja glutationimolekyyli. Kineettiset antioksidantit ovat 
puolestaan antioksidantteja, jotka ovat tulleet kehoon luonnosta. Vitamiinit C 
(askorbiinihappo) ja E, karotenoidit, flavonoidit, melatoniini ja myöskin tioliset 
antioksidantit kuuluvat tähän luokitteluun. 
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Kuva 12. Antioksidanttien entsymaattinen luokittelutapa.32 
 
Kineettiset antioksidantit voidaan luokitella niiden toimintaperiaatteen mukaisesti Kuvan 13 
osoittamalla tavalla.   
 
 
 
Kuva 13. Antioksidanttien kineettinen luokittelu.32 
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2.3.2 Entsymaattisten antioksidanttien reaktiot kehossa 
2.3.2.1 Superoksididismutaasi (SOD) 
 
Yksi tehokkaimmista solunsisäisistä entsymaattisista antioksidanteista on SOD, joka 
katalysoi haitallisen superoksidiradikaalin muuntumista molekylaariseksi hapeksi tai 
vähemmän reaktiiviseksi vetyperoksidiksi (Kaavio 3) erittäin nopeilla reaktio nopeuksilla.3 3  
SOD:lla on erittäin suuri molekyylipaino (130000 g/mol >)34 ja ihmiskehosta on löydetty 
kolmea erilaista SOD:tä. Tavallisin SOD on CuZn-SOD, missä aktiivisina keskuksina 
toimivat kupari ja sinkki. Se on rakenteeltaan dimeerinen, eli se koostuu kahdesta erillise stä 
palasesta ja sitä on löydetty mm. sytoplasmoista. Mitokondriosta on löydetty Mn-ytiminen 
SOD ja solujen ulkopuolelta on löydetty puolestaan neljästä eri palasesta koostuva 
(tetrameerinen) CuZn-SOD. Kuvassa 14 on 3D-mallinnuksen avulla piirretty kuvat sekä 
CuZn-SOD:stä että Mn-SOD:stä havainnollistamaan näiden antioksidanttisten proteiinien 
rakenteita.33, 34 
 
 
 
Kuva 14. 3D-rakenteet CuZn-SOD:stä (vasen) ja Mn-SOD.:stä (oikea). Vasemman puoleissa kuvassa ruskeat pallot ovat 
kupariytimiä ja violetit sinkkiytimiä.  Oikeanpuolessa kuvassa violetit pallot ovat mangaaniytimiä.  Muut värit ovat 
aminohappoketjuja, jotka ovat sitoutuneet metalliytimiin.35,36 
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2.3.2.2 Katalaasi entsyymi  
 
Katalaasi on rautaporfyriinia sisältävä antioksidanttinen entsyymi, jota on kaikissa 
aerobisissa soluissa, kuten peroksomeissa. Se koostuu neljästä eri polypeptidiketjusta (Kuva 
15), joissa on jokaisessa yli 500 aminohappoa. Näin ollen sen molekyylipainokin on lähes 
250000 g/mol.37 Tämän lisäksi, jokainen näistä ketjuista sisältää yhden reaktiivisen 
rautaporfyriinin ja NADPH molekyylin, jotka hajottavat hapettumisreaktioissa syntyvän 
soluille myrkyllisen vetyperoksidin vedeksi ja molekulaariseksi hapeksi Kaavion 5 
mukaisesti.38 
 
 
 
Kaavio 5. Vetyperoksidin hajoaminen vedeksi ja molekylaariseksi hapeksi katalaasi-entsyymin avulla. 
 
 
 
Kuva 15. 3D-mallirakenne katalaasille. Violetit -ja sinisetketjut ovat aminohappoketjuja. Uloimmat molekyyliklusterit  
ovat NADPH-molekyyleja ja sisemmät rautaprofyriinimolekyyleja. Aminohappoketjut ovat linkittyneet toisiinsa näiden 
kautta.39 
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Katalaasi ei ole välttämätön kaikille soluille normaalioloissa, mutta solujen adaptiivisessa 
vasteessa katalaasilla on tärkeä rooli oksidatiivisen stressin hallintakyvyn saavuttamisen 
kannalta.38  
 
2.3.2.3 Glutationi ja glutationi peroksidaasi 
 
Glutationi (15) (GSH) on antioksidanttinen tripeptidi (Kuva 16) joka sisältää rikki atomin. 
Se on monitoiminen solujensisäinen antioksidantti, jonka ajatellaan olevan pääasiallinen 
glutationidisulfaatin (GSSG) redoxpuskuri soluissa.40   
 
 
 
Kuva 16 Glutationin molekyylirakenne 
 
Glutationin reaktiot kehossa ovat yksi tärkeimmistä antioksidatiivis ista 
suojausmekanismeista. Glutationin reagoidessa glutationiperoksidaasientsyymin (GPx) ja 
vetyperoksidin kanssa, se hapettuu GSSG:ksi ja vetyperoksidi puolestaan vedeksi tai 
alkoholiksi. Glutationiperoksidaasi koostuu neljästä samanlaisesta yksiköstä, joissa 
jokaisessa reaktiivisena keskuksena toimii seleeni-kysteiinikeskus.41  Sen molekyylipaino on 
noin 80000 g/mol38 ja se toimii reaktiossa katalyyttina Kaavion 6 mukaisesti.  
 
 
 
 
Kaavio 6. GSH ja GPx:n reaktiot vetyperoksidin kanssa.38 
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2.3.3 Luonnon antioksidantit 
2.3.3.1 Flavonoidit ja niiden antioksidatiivisuus 
 
Flavonoidit ovat fenolisia yhdisteitä, joita voidaan eristää useista eri putkilokasveista, kuten 
heinistä ja ruohoista. Flavonoideja löytyy siemenistä, pähkinöistä, viljoista, 
lääketieteellisistä kasveista ja erilaisista juomista, kuten punaviini, tee ja olut.42 Flavonoid it 
toimivat kasveissa antioksidantteina, antimikrobeina, fotoreseptoreina ja hyönteisten 
karkotteena. Niiden on myös havaittu olevan biologisesti aktiivisia yhdisteitä, samaan tapaan 
kuin esimerkiksi tulehduskipulääkkeet, viruslääkkeet ja allergialääkkeet ovat. 
Mielenkiintoisin asia flavonoideissa on kuitenkin niiden antioksidatiivisuus, eli niiden kyky 
siepata RHL:ta ja RTL:ta tai vähentää näiden radikaalien muodostumista.43 
 
Flavonoidit syntyvät kasveissa aromaattisista aminohapoista fenyylialaniinista ja tyrosiinistä 
malonihapon länsäollessa.44 Niiden perus rakenne koostuu 15 hiilestä, jotka muodostavat 
kolme rengasrakennetta, kaksi aromattista rengasta ja yhden heterosyklisen renkaan. 
Kuvassa 17 on esitetty flavonoidin perusrakenneyksikkö. 
 
 
 
Kuva 17. Flavonoidin perusrakenne. Renkaat on selkeyden vuoksi nimetty A-, B- ja C-renkaaksi.43 
 
Flavonoidit voidaan jakaa useisiin ryhmiin riippuen siitä mitä substituentteja A-, B- ja C- 
renkaisiin on liittynyt. Tärkeimpiä ovat kuitenkin sellaiset flavonoidit, joilla on hyvä 
antioksidatiivisuus. Näitä ovat flavonit, flavanonit, isoflavonit, flavonolit, flavanonolit ja 
flavan-3-olit. Kuvassa 18 on esitetty muutamien flavonoidien rakenteita. 
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Kuva 18. Flavonoidien rakenteita.43 
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Flavonoidien rakenteita ja rakenteiden vaikutusta flavonoidien antioksidatiiviseen 
tehokkuuteen on tutkittu useissa tutkimuksissa. Bors et al.45 huomasivat kokeissaan, että 
flavonoidien rakenteella, heterosyklisen renkaan B ja renkaan C substituenteilla on suuri 
vaikutus flavonoidien kykyyn siepata vapaita radikaaleja kehossa. 
 
Flavonoidit, joiden rakenteessa esiintyy C-renkaassa katekoleja, ovat elektroneja omaavia 
ryhmiä, jolloin ne alistuvat radikaalien hyökkäyksille helpommin.  Flavonien ja flavano lien 
rakenteissa on konjugoitunut kaksoissidos ketoni ryhmän kanssa, jonka vuoksi elektronit 
ovat delokalisoituneet. Tämä tekee niistä helpompia kohteita radikaaleille, minkä vuoksi ne 
ovat parempi antioksidantteja. Erona flavoneihin on se, että flavanoleissa on B-renkaaseen 
kiinnittynyt myös hydroksyyliryhmä, joka nostaa sen aktiivisuutta edelleen. Näin ollen 
flavonolit ovat tehokkaampia antioksidantteja kuin flavonit.43  
 
Flavanonolit ja flavanonit ovat huonoja antioksidantteja, koska niiltä puuttuu konjugoitunut 
kaksoissidos ketoniryhmän kanssa renkaassa B. Isoflavoneilta ja flavan-3-oleilta puuttuu 
sekä ketoniryhmä että kaksoissidos B-renkaasta, jolloin ne ovat huonoimp ia 
antioksidantteja. Näiden flavonoidien antioksidatiivinen kyky paranee sitä mukaan, kun 
hydroksyyliryhmien määrä C-renkaassa kasvaa.43 
 
 
2.3.3.2 Karotenoidit ja niiden antioksidatiivisuus 
 
Karotenoidit ovat yleisimpiä luonnon pigmenttejä ja niitä on löydetty jo yli 600 erilaista 
yhdistettä. Näistä yleisin on -karoteeni (27), joka aiheuttaa porkkanan oranssin värin. 
Kasvien, hedelmien ja kukkien lehdissä esiintyvät kirjavat värit eri vuodenaikoina, kuten 
punainen, oranssi ja keltainen, ovat kaikki karotenoidien aiheuttamia. Erilaiset pigmentit 
linnuilla, hyönteisillä, kaloilla ja äyriäisillä ovat myös karotenoidien aikaansaamia. 
Karotenoideja voivat syntetisoida ainoastaan kasvit, bakteerit, sienet ja levät mutta nisäkkäät 
saavat niitä kehoonsa monista ruoka-aineista.46  
 
Tutkimukset ovat osoittaneet, että karoteenipitoiset ruuat, kuten esimerkiksi porkkana, ovat 
hyviä A-vitamiinin lähteitä ja että ne alentavat riskiä sairastua monenlaisiin syöpiin, 
verisuonisairauksiin tai silmäsairauksiin.47 Karoteeneilla on siis puolustava vaikutus 
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kehossa, eli toisin sanoen ne toimivat antioksidantteina, jotka pystyvät estämään solujen ja 
kudosten vaurioitumisen RHL ja RTL vaikutuksesta.48 
 
Karotenoidit ovat rakenteeltaan pitkäketjuisia hiilivetyjä, jotka sisältävät useita 
kaksoissidoksia ja ketjujen loppupäässä on yleensä syklinen tai asyklinen rakenne. Useiden 
kaksoissidosten vuoksi karotenoidit pystyvät absorboimaan valoa ja näin estää valoherkkiä 
radikaalireaktioita tapahtumasta kehossa.49 Karotenoidit voidaan jakaa kahteen ryhmään 
rakenteiden perusteella. Ainoastaan hiiltä ja vetyä sisältäviin karoteeneihin (   -karoteeni, 
(27) α-karoteeni (28) ja lykopeeni (29)) ja sellaisiin jotka sisältävät vähintään yhden 
hydroksyyliryhmän. Jälkimmäisiä kutsutaan ksantofylleiksi, joihin kuuluvat mm.  
zeaksantiini (30), luteiini (31) ja kryptoksantiini (32). Kuvissa 19 ja 20 on esitelty 
yleisimpien karoteenien ja ksantofyllien rakenteita. 
 
 
 
Kuva 19. Yleisimpien karoteenien rakenteita. 
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Kuva 20. Yleisimpien ksantofyllien rakenteita. 
 
Vuosikymmenien ajan karoteenien ja ksantofyllien antioksidatiivisuutta on mitattu erilais in 
mittauskeinoin. Antonio et al (2000)50 selvittivät tutkimuksessaan, miten eri karotenoidien 
ja ksantofyllien rakenne vaikuttaa niiden kykyyn siepata vapaita radikaaleja. Tutkimuksessa 
käytetiin lykopeenia, α- ja -karoteenia, luteiinia, zeaksantiinia ja -kryptoksantiinia 
antioksidantteina. Mittauksissa huomattiin, että konjugoituneiden kaksoissidosten määrä 
lisäsi karotenoidien antioksidatiivisuutta. Tämän lisäksi toinen asia, mikä parantaa 
antioksidantin aktiivisuutta, on ksantofylleissä esiintyvät hydroksyyliryhmät.  
 
Lykopeenilla ja -karoteenilla on molemmilla 11 konjugoitunutta kaksoissidosta mutta -
karoteeni on huonompi antioksidantti, koska sillä on kaksi kaksoissidosta hiiliketjun päissä 
olevissa syklisissä renkaissa. Koska kyseiset kaksoissidokset eivät ole tasomaisia muiden 
kaksoissidosten kanssa, niiden tehokkuus on huonompi. α-karoteenissa on vain 10 
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konjugoitunutta kaksoissidosta mutta se on silti tehokkaampi antioksidantti kuin -
karoteeni, koska sen syklisessä renkaassa kaksoissidos on cis-muodossa.50 
Ksantofylleistä -kryptoksantiini oli tehokkain 11 konjugoidun kaksoissidoksen ja yhden 
hydroksyyliryhmän ansiosta. Luteiinissa ja zeaksantiinissa oli kaksi hydroksyyliryhmää ja 
jälkimmäisessä on kryptoksantiinin tavoin 11 konjugoitunutta kaksoissidosta ja luteiinissa 
vain 10. Luteiinin ja zaeksantiinin sisältämien kahden hydroksyyliryhmän oletettiin 
parantavan niiden antioksidatiivisuutta, mutta tilanne onkin päinvastainen. Tämä johtui 
mahdollisesti siitä, että näistä muodostuvat ksantofylli -radikaali-intermediaatit eivät ole niin 
stabiileja kuin -kryptoksantiinin radikaali-intermediaatti. Yksi -kryptoksantiinin 
hydroksyyliryhmä kuitenkin parantaa sen antioksidatiivisuutta.50 Näiden tulosten lisäksi 
Miller et al. huomasivat tutkimuksessaan -kryptoksantiinin olevan muita karoteeneja 
parempi, lykopeenia lukuun ottamatta.51 
 
2.3.3.3 C -ja E-vitamiinit sekä niiden antioksidatiivisuus 
 
L-askorbiinihappo (C-vitamiini) (33) on tärkein antioksidantti ihmisen kehossa ja monet 
soluissa esiintyvät antioksidanttiset toiminnot, kuten lipidien hapettuminen, hyödyntävät C-
vitamiinia.52 Sitä esiintyy monissa marjoissa, (vadelmat ja mustikat), hedelmissä (sitruuna 
ja omena), juomissa (punaviinit) ja useissa eri ruoka-aineissa. Monet tutkimukset ovatkin 
havainneet, että askorbiinihappo pystyy tehokkaasti sieppaamaan kehon sisällä olevia 
vapaita radikaaleja, kuten RHL ja RTL53 ja sillä on positiivisia vaikutuksia esimerkik s i 
syövän hoidossa.54 Se toimii kehossa erinomaisena kalsiumin ja raudan imeyttäjänä ja 
ehkäisee karoteeneista saatavan A-vitamiinin sekä E-vitamiinin hapettumista kehossa.  
 
C-vitamiinin rakenne koostuu kuudesta hiiliatomista, kuudesta happiatomista ja kahdeksasta 
vedystä. Se on poolinen yhdiste ja poolisuutensa vuoksi veteen hyvin liukeneva.  Sen 
molekyylissä on myös yksi kiraalinen keskus, minkä vuoksi se on optisesti aktiivinen yhdiste 
(Kuva 21).  
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Kuva 21. L-askorbiinihappo (33). Kiraaliakeskus on merkitty kuvaan tähdellä. 
 
C-vitamiinin lisäksi, merkittäviä antioksidantteja ovat myös rasvaliukoiset tokoferolit ja 
tokotrienolit, joita kutsutaan E-vitamiineiksi. Merkittävin E-vitamiini on -tokoferoli (34). 
Tokeferoleja ja tokotrienoleja on molempia olemassa neljä erilaista, riippuen niiden 
rakenteessa esiintyvistä substituenteista (Kuva 22 ja 23). Nämä yhdisteet suojelevat kehon 
omia rasvahappoja peroksidi radikaalien hyökkäyksiltä ja estävät lipidien vaurioitumisen C-
vitamiinin tehostamana.55 Kaaviossa 7 on esitetty kuinka E-vitamiinit toimivat C-vitamiinin 
kanssa radikaalien sieppaamisreaktiossa.  
 
 
 
Kaavio 7. α-tokoferolin (34) ja C-vitamiinin (33) reaktiot lipidihydroksyyliperoksidiradikaalien (LOO.) kanssa. Reaktiossa 
α-tokoferoli reagoi (LOO.) kanssa muodostaen resonanssistabiloidun α-tokoferoli radikaalin (35), joka ei enää reagoi. 
Muodostunut radikaali pystyy palautumaan takaisin lähtötilanteeseen askorbaatin avulla.55 
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E-vitamiineja löytyy eniten auringonkukkaöljystä, margariineista, salaatinkastikkeista ja 
muista öljyistä.56 Monet tutkimukset ovat yrittäneet selvittää E-vitamiinien 
terveysvaikutuksia eri sairauksien kohdalla. Sen vaikutusta on tutkittu mm. 
sydänkohtauksien sepelvaltimotautien, verisuonisairauksien ja syöpien kohdalla ristiriita is in 
tuloksin. E-vitamiinin liika saanti saattaa aiheuttaa ongelmia veren hyytymiselle, sillä se 
häiritsee K-vitamiinin redox-reaktioita.55 
 
 
 
Kuva 22. Tokoferolien rakenteet. 
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Kuva 23. Tokotrienolien rakenteet. 
 
Näiden kahden vitamiinin antioksidatiivista kykyä ovat mitanneet mm. Yamaguchi et al 
(1998)57 ja Soares et al (2003)58. Tutkimuksissaan he huomasivat, että askorbiinihappo (33) 
pystyy tehokkaasti sieppaamaan DPPH-radikaalia (48) jo pieninäkin määrinä. Tämä johtuu 
siitä askorbiinihapon 5-renkaassa olevat kaksi hydroksyyliryhmää reagoivat nopeasti 
radikaalien kanssa. Askorbiinihapon aktiivisuutta parantaa myös sen rakenteessa olevat 
kaksi konjugoitunutta kaksoissidosta.  
 
E-vitamiinin kyky siepata vapaita radikaaleja (34) sen sijaan osoittautui heikoksi Soaresin 
et al:in tutkimuksessa. Myös Sanchez-Moreno et al59 päätyivät samaan tulokseen 
tutkimuksessaan.  Yamaguchi et al. olivat saaneet puolestaan päinvastaisen tuloksen E-
vitamiinin kohdalla. Ero tutkimustulosten kohdalla johtuu todennäköisesti siitä, että 
tutkimuksissa oli käytetty eri pitoisuuksia eri antioksidanttien kohdalla. Rakenteensa 
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puolesta, E-vitamiinit eivät ole kovin hyviä antioksidantteja, sillä niiden rakenteessa on vain 
yksi hydroksyyliryhmä sitoutuneena aromaattiseen renkaaseen. Tämän lisäksi niillä ei ole 
yhtään konjugoitunutta kaksoissidosta toisin kun askorbiinihapolla.55 
 
2.3.3.4 Ligniinin antioksidatiivisuus 
 
Ligniinit ovat herättäneet paljon mielenkiintoa antioksidatiivisen luonteensa takia. 
Tutkimuksissa on havaittu ligniinin ja sen johdannaisten (mono- ja dimeeriset 
ligniiniyhdisteet) fenolisien rakenneosien kyvyn toimia antioksidanttina esimerkik s i 
lääkkeissä ja ruokien lisäainessa.60 Tämän lisäksi ligniinien on havaittu suojaavan DNA:ta 
ja lipidejä vapaiden radikaalien hyökkäyksiltä sekä toimivan hyvänä stabiloijana 
kierrätysmateriaaleissa, kuten pahveissa ja papereissa.61  
 
Ligniini koostuu hapettuneista fenyylipropaanimonomeeriyhdisteitä (2), (3) ja (4), jotka 
linkittyvät toisiinsa muodostaen erilaisia aryylieettereitä (Kuva 1). Linkittymiset voivat 
tapahtua esimerkiksi β-O-4 sidoskella tai β-5, 5-5, 4-O-5, β-1-, α-O-4, ja β-β sitoutumise l la, 
joiden muodostumiset vaihtelevat suuresti eri kasveissa ja niiden osissa kuten lehdissä, 
siemenissä ja juurissa.61 Lehtipuissa, kuten koivussa, esiintyy lähes 60 % β-O-4 sidoksella 
linkittäytymistä, kun taas havupuissa, esimerkiksi kuusessa, vain 35 %. Lehtipuissa noin 30 
% β-O-4 linkittymisistä tulee guajasyyliryhmistä ja toiset 30 % syringyyliryhmistä. Muiden 
sidostyyppien osuudet ovat vähäisempiä. 
 
Ligniinin antioksidatiivisuus johtuu pääsääntöisesti niiden rakenteessa esiintyvistä fenolista 
hydroksyyliryhmistä (Kuva 1). Dizhbite. et al.62 mukaan ligniinin ja sen johdannaisten 
antioksidatiivisuus kohenee, kun niiden rakenteessa on fenolisten hydroksyyliryhmien 
lisäksi esimerkiksi orto-asemessa olevia metoksiryhmiä tai, jos para-asemassa olevassa 
hiiliketjussa on yksi tai useampi kaksoissidos.  Kuvassa 24 on esitelty muutamien ligniinin 
pilkkoutumistuotteiden rakenteita. 
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Kuva 24. Muutamien ligniinistä peräisin olevien yhdisteiden rakenteita. 
 
2.3.4 Antioksidatiivisuuden mittaaminen  
 
Monia kemiallisia ja fysikaalis-kemiallisia menetelmiä on kehitetty hapettumisreaktio iden 
monitoroimiseksi. Eräs keino on mitata suoraan reaktioissa muodostuvien radikaalien 
vähentymistä antioksidanttien vaikutuksesta. Käytännöllisempiä tapoja ovat kuitenkin useat 
epäsuorat mittaustavat, jotka arvioivat antioksidanttien tehokkuutta hapettumisen estossa.  
Epäsuorissa menetelmissä antioksidantit estävät radikaali- intermediaatien tai lopullisten 
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hapetustuotteiden muodostumisen kokonaan. Epäsuorista metodeista yleisimpiä ovat nk. 
kiihdytetty stabiilisuus-, peroksidien-määrä- ja konjugoituneet dieenitmenetelmät. Nämä 
testit soveltuvat erityisesti rasvoille ja öljyille.63 
 
Metodit, joita käytetään määrittämään biologisten antioksidanttien aktiivisuutta, ovat 
kehittyneet valtavasti vuosien varrella. Lipidisubstraattien määrityksestä on edetty vielä 
vaikeampiin nesteiden ja biologisten näytteiden antioksidatiivisuuksien määrittämiseen.   
Biologisten ja nestemäisten antioksidanttien tehokkuutta voidaan mitata monitoroimalla  
sopivan substraatin hapettumisen estoa. Reaktiota tarkkaillaan kemiallis il la 
analyysilaitteilla, kuten HPLC (high performance liquid chromatography), tai UV-vis-
laitteistolla. Tutkielman kannalta on kuitenkin tärkeää määrittää kuinka mitata fenolisten 
antioksidanttien kykyä siepata vapaita radikaaleja.  
 
2.3.4.1 DPPH-radikaalin sieppauskykymenetelmä 
 
DPPH (48) 1,1-difenyyli-2-pikryylihydratsyyli eli di(fenyyli)-(2,4,6-
trinitrofenyyli)iminoatsaniumi on huoneenlämmössä kiteinen aine ja liuoksissa (etanoli ja 
metanoli) sen voi tunnistaa violetista väristään. Sen UV-absorptiomaksimi on 517 nm 
kohdalla ja rakenteensa vuoksi se on melko stabiili radikaali huoneenlämmössä. (Kuva 25).  
 
 
 
Kuva 25. DPPH -radikaalin (di(fenyyli)-(2,4,6-trinitrofenyyli)iminoatsaniumi) molekyylirakenne. 
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DPPH-radikaali reagoi koniferyylialkoholin (3), joka toimii reaktiossa antioksidantt ina,  
kanssa Kaavion 8 mukaisesti. Reaktiossa DPPH sieppaa antioksidantin fenoliselta OH-
ryhmältä vedyn, jolloin antioksidantista tulee radikaali.64 
 
 
 
Kaavio 8. DPPH radikaalin reaktio koniferyylialkoholin kanssa. 
 
DPPH:n kykyä absorboida UV-valoa käytetäänkin hyväksi antioksidatiivisuuden 
määritysmittauksissa. Antioksidantit reagoivat DPPH-radikaalin kanssa sammuttaen sen, 
jolloin sen absorbanssi mitattuna 517 nm aallonpituudella laskee. Mitattaessa DPPH:n 
absorbanssia tietyllä ajanjaksolla, saadaan käsitys antioksidantin tehokkuudesta Kaavan 1 
mukaisesti.65 
 
Antioksidantin  tehokkuus (%) =  
(𝐴0 −  𝐴1)
𝐴0
 x 100 %                                  (1) 
 
missä A0 on DPPH:n absorbanssi mittauksen alussa ja A1 on DPPH:n absorbanssi mittauksen 
lopussa. Mitä nopeammin DPPH:n absorbanssi laskee, sen parempi antioksidantti on 
kyseessä. 
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2.3.4.2 ABTS+ [2,2-atsinobis-(3-etyylibentsotiatsoliini-6-sulfonihappo)]-kationin 
määritysmenetelmä 
 
Eräs hyvin paljon käytetty menetelmä antioksidatiivisuuden määrityksessä on mitata 
ABTS:n (51) absorbanssin pienentymistä antioksidanttien vaikutuksesta. Menetelmä on 
samankaltainen kuin aiemmin esitetty menetelmä. Erona on vain, että ABTS:llä on 
absorptio-maksimi kohdassa 415 nm ja pienempiä maksimeita kohdissa 660, 734 ja 820 nm. 
ABTS ei myöskään ole radikaali muodossaan normaalioloissa, vaan se tarvitsee hapettimen 
muodostaakseen ABTS.+ radikaalin (52).66 
 
Kaavion 9 mukaan ABTS+ -radikaali saadaan aikaan, kun sen annetaan reagoida 
kaliumpersulfaatin kanssa.67 Reaktion jälkeen antioksidantti voidaan lisätä reaktioon ja 
mitataan absorbanssin muutos ajan funktiona. ABTS+ -radikaali reagoi samalla tavalla 
antioksidantin kanssa kuin DPPH-radikaali (Kaavio 8).  
 
 
 
Kaavio 9. ABTS+ -radikaalin muodostuminen kaliumpersulfaatin avulla. Muodostuva radikaali on resonanssistabiloitu, 
joten se on stabiili yhdiste.64 
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2.3.4.3 Antioksidanttien tehokkuuden tutkiminen ORAC-menetelmällä 
 
Eräs paljon käytetty menetelmä on nk. ORAC-menetelmä (Oxygen radical absorbance 
capacity). Sitä käytetään yleensä fluoresoivien aineiden, kuten fluoresiinin (53), 
fluoresenssin häviämisen mittaamiseen.68 Radikaalit muodostuvat, kun AAPH [2,2’-atso-
bis(2-amidinopropaani) dihydrokloridi] (54) hajoaa hapen vaikutuksesta kahdeksi 
peroksidiradikaaliksi (55). Tämän jälkeen antioksidantit estävät peroksiradikaa lia 
muodostamasta lakto-fluoreseenia (56) fluoreseenista reagoimalla itse radikaalin kanssa.  
Kaaviossa 10 on esitetty AAPH:n rakenne, radikaalin muodostus reaktio ja fluoresenss in 
heikentymisprosessi.  
 
 
 
Kaavio 10. AAPH-radikaalin muodostumien, muodostajan rakenne ja fluoresoivan yhdisteen muuntuminen ei 
fluoresoivaksi yhdisteeksi radikaalin avulla.  
 
Fluoresoivan aineen fluoresenssin pienentymistä mitataan ajan funktiona. Näin ollen 
fluoresenssia havaitaan mittauksissa kauemmin, jolloin saadaan tietoa antioksidantt ien 
radikaalisieppaustehokkuuksista. Mitä kauemmin fluoresenssia havaitaan, sen parempi 
antioksidantti on kyseessä. 
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2.3.4.4 FRAP-menetelmä antioksidatiivisuuden mittaamisessa 
 
Fenoliset yhdisteiden antioksidatiivisuutta voidaan mitata, aiemmin kuvattujen lisäksi, myös 
nk. FRAP-menetelmällä (ferric-reducing antioxidant power). Menetelmä perustuu fenolisten 
yhdisteiden tehokkuuteen pelkistää muodostuvaa rautakompleksia.69 Reaktiossa käytetään 
TPZT-reagenssia (2,4,6-tris(2-pyridyyli)-1,3,5-triatsiini) (57), joka reagoi rauta(III)klor id in 
kanssa muodostaen keltaisen [Fe(TPTZ)2]3+ kompleksin (58). Fenoliset antioksidantit 
reagoivat kyseisen kompleksin kanssa pelkistäen sen [Fe(TPTZ)2]2+ kompleksiksi (59), jolla 
syvän sininen väri. Kaaviossa 11 on esitetty reaktion mekanismi sekä TPTZ rakenne että 
kompleksien [Fe(TPTZ)2]2+ ja [Fe(TPTZ)2]3+ rakenteet. 
 
 
 
Kaavio 11. FRAP-menetelmän periaate ja siinä käytettyjen reagenssin ja muodostuvien aineiden rakenteet. 
 
Fe(III)-kompleksin värin muutosta keltaisesta siniseksi seurataan UV-Vis-
spektofotometrialla käyttäen aallonpituutena 593 – 595 nm, koska pelkistyvä kompleksi 
absorboi UV-valoa voimakkaimmin tällä alueella. Mitä suurempi absorbanssi mittauks issa 
havaitaan, sen parempi antioksidantti on kyseessä. 
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3. Kokeellinen osa 
3.1 Johdanto 
 
Tutkielman kokeellisessa osuudessa tutkittiin kanelihapon (64) ja 21 fenolisen yhdisteen 
antioksidatiivista potentiaalia DPPH-radikaalin sieppaukseen perustuvalla menetelmällä 
yksinkertaisella spektrofotometrisella UV -mittauksella.  Tutkittavat yhdisteet olivat sekä 
kaupallisia että työssä itse syntetisoituja ja laboratoriossa aiemmin syntetisoituja ligniinin 
malliaineita. Taulukoissa 3 ja 4 on esitelty mittauksissa käytetyt yhdisteet ja niiden 
molekyylirakenteet. Viljaligniinin ja koniferyyli- ja sinapyylialkoholeista valmistettujen 
synteettisten ligniinien (GDPH ja GSDHP) molekyylipainoista on merkitty vain arvio, sillä 
niiden molekyylirakenteiden määrittäminen on mahdotonta. Työn synteettisessä osiossa 
yritettiin valmistaa myös nk. DBDO-tetrameeria, jonka on arveltu esiintyvän ligniinin 
polymeerirakenteessa.  
 
Taulukko 3. Mittauksissa käytetyt antioksidantit ja niiden molekyylirakenteet. 
Nimi Molekyylirakenne Nimi Molekyylirakenne 
p-kumariini- 
happo 
 
Sinapyylialkoholi 
 
Ferulahappo 
 
Kahvihappo 
 
DBDO 
 
Kanelihappo 
 
Askorbiinihappo 
 
p-
kumaryylihapon 
metyyliesteri 
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Taulukko 4. Mittauksissa käytetyt antioksidantit ja niiden molekyylirakenteet . 
Nimi Molekyylirakenne Nimi Molekyylirakenne 
Syringaldehydi 
 
Syringyylialkohol
i 
 
Syringyyli- 
sulfonaatti 
 
Vanillyylialkoholi 
 
4-(1-
hydroksyylietyy
li)-2-
metoksifenoli 
 
Natrium 1-(4-
hydroksyyli-3-
metoksifenyyli) 
etaanisulfonaatti 
 
BHT 
 
Esteröity 
feynyyli- 
kumaraani 
 
Eroli 
 
Syroli 
 
GDHP  M  1403 g/mol GSDHP  M  1403 g/mol 
Syringaresinoli 
 
Viljaligniini M  5400 g/mol 
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3.2 Analyysimenetelmät 
 
1H-, 13C- ja 2D-NMR –spektrit mitattiin Varian Mercury 300 MHz ja Varian Inova 500 
MHz-spektometreillä. Liuottimena ajoissa käytettiin 0,7 ml deuteroitua d6-asetonia, 
deuteroitua dimetyylisulfoksidia (DMSO) tai deuteroitua kloroformia (CDCl3).  
 
HPLC-analyysit tehtiin Agilent 1200 –nestekromatografilla ja analyytit detektoitiin kolmella 
aallonpituudella: 254, 270 ja 280 nm. Analyytit erotettiin Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 
–känteisfaasikolonnilla (2,1 x 100mm, 3,1 µm) ja signaalien tunnistus suoritett iin 
käyttämällä UV-diodirividetektoria. Näyte (5 µl) eluoitiin 40 oC:ssa käyttäen vesi:metano li 
– gradienttia virtausnopeudella 0,25 ml/min: isokraattinen 0–3 min 60 % vettä; 3–9 min 
lineaarinen gradientti 98 % metanoliin; 9–10 min 98 % metanoli; 10–15 min lineaar inen 
gradientti 60 % veteen (60:40); 15–23 min kolonnin tasapainostus 60 % vettä. 
 
Antioksidatiivisuuskokeet suoritettiin Cary 50 UV-spektrofotometrilla aallonpituudella 517 
nm. DPPH:n absorbanssia mitattiin ajan funktiona 15 sekunnin välein 5 min ajan. Näytteet 
valmistettiin, Kähkösen ja Heinosen (2003)70 artikkelissa olevaa metodia käyttäen pienillä 
muutoksilla, suoraan 1 ml kyvettiin siten, että DPPH:n ja antioksidantin kokonaispitoisuus 
kyvetissä oli 60 µmol (1:1). 
 
Itse mittaus tehtiin siten, että aluksi 1 ml:n kyvettiin laitettiin metanolia ja 60 mM DPPH:n 
kantaliuosta 0,95 ml ja DPPH:n pitoisuus tässä oli 60 µmol. Tämän jälkeen käynnistett i in 
mittaus, jotta saatiin DPPH absorbanssi aina samalle lähtötasolle. Puolen minuutin kuluttua 
mittauksen aloittamisesta lisättiin tutkittava yhdiste (60 µmol) 0,05 ml:ssa metanolia ja 
sekoitettiin nopeasti. Mittaus toistettiin kolme kertaa jokaisen antioksidantin kohdalla.  
DPPH radikaalin kantaliuos suojattiin hyvin valolta, koska se reagoi valon vaikutuksesta. 
Liuos säilytettiin mittausten välillä pakasteessa -20 °C:ssa.   
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3.3 Tetrameerin (5) (1-(4-hydroksyyli-3-metoksifenyyli)-2-(2-
metoksi-4-(2,7,11tris(hydroksyylimetyyli)-4,9-dimetoksi-6,7-
dihydrodibentso- [e,g][1,4]dioksosin-6-yyli)fenoksi)propan-1,3-dioli) 
syntetisointi 
3.3.1 Dehydrodivanilliinin (76) synteesi  
 
Tetrameerin (5) valmistus aloitettiin yksinkertaisella radikaalireaktiolla Kaavion 12 
mukaisesti. Reaktiossa natriumpersulfaatti hapettaa rauta(II)sulfaatin raudan(III)-arvoiseks i, 
mikä puolestaan toimii reaktiossa radikaalin muodostajana.  
 
 
Kaavio 12. Dehydrodi-vaniliinin reaktioyhtälö. 
 
Synteesi aloitettiin mittaamalla 2 l dekantterilasiin 1 l vettä. Dekantterilasiin lisätt iin 
vanilliini (77), (15 g, 0,0985 mol), ja seosta sekoitettiin samalla lämmittäen, kunnes lähes 
kaikki vanilliini oli liuennut.  Tämän jälkeen seokseen lisättiin kidevedellinen rautasulfaat t i 
(13 g, 0,0545 mol), jolloin liuoksen väri muuttui kirkkaasta hieman punertavaks i. 
Välittömästi tämän jälkeen lisättiin natriumpersulfaatti (0,50 g, 0,00175 mol) useammassa 
erässä, jolloin liuoksen väri muuttui mustaksi. Samalla alkoi muodostua vaaleanruskeaa 
saostumaa ja seoksen väri muuttui vaaleanruskeaksi. Tämän jälkeen reaktioseosta 
kuumennettiin 80 oC:ssa 30 minuutin ajan.  Vaaleanruskea savimainen sakka suodatettiin ja 
annettiin kuivua kellolasilla yön yli. Saanto punnittiin (14 g) ja saantoprosentiksi laskettiin 
93 %. Tuotteesta mitattiin 1H -ja 13C-NMR spektrit DMSO:ssa.  
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1H NMR (300 MHz, DMSO): δ 3.50 (s, 2H), 3.95 (s, 6 H), 6.95 (s, 2H), 7.42 (s, 2H), 9.88 
(s, 2H); 
13C NMR (300MHz, DMSO): δ 56.7, 109.8, 125.2, 128.4, 128.8, 148.8, 151.1, 191.8. 
 
3.3.2 Dehydrodi-vanillyylialkoholin (78) syntetisointi  
 
Työn seuraavassa vaiheessa dehydrodivanilliinissa (76) olevat karbonyyliryhmät 
pelkistettiin primäärisiksi hydroksyyliryhmiksi natriumboorihydridillä (NaBH4) emäksisiä 
olosuhteissa, joissa muuten niukkaliukoinen lähtöaine saadaan liukenemaan fenolaatt ina. 
Kaaviossa 13 on esitetty reaktion kulkukaavio.  
 
 
Kaavio 13. Dehydrodi-vanillyylialkoholin reaktoyhtälö. 
 
Dekantterilasiin (200 ml) laitettiin 75 ml 2 M NaOH liuosta. Tähän liuokseen lisättiin 10,05 
g (0,033 mol) dehydrodivanilliinia (76), jolloin lähtöaineen liuetessa saatiin ruskea/musta 
liuos. NaBH4 -lisäys (2,5 g, 0,066 mol) tehtiin useammassa erässä jäähauteella. Reaktion 
annettiin reaktion käydä yön ylitse.  
Muodostunut saostuma suodatettiin ja tämän jälkeen sakka siirrettiin 500 ml dekantterilas i in, 
jossa oli 250 ml vettä. Saostumaa sekoitettiin kunnes se oli liuennut veteen. Varsinainen 
tuote vapautettiin natriumsuolastaan, tekemällä seos happamaksi väkevällä suolahapo lla. 
Suolahapon lisäys tehtiin jäähauteessa, koska neutraloitumisreaktiot ovat eksotermis iä.  
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Seokseen lisättiin 4–6 Pasteur -pipetillistä väkevää suolahappoa (keskimäärin 1 pipetill inen 
on 0,7 – 0,8 ml). Vesiliuoksen pH:ta seurattiin käyttäen pH paperia ja lisäyksen lopussa 
liuoksen pH oli noin 2–3. Lisäyksen aikana liuokseen muodostui kermanharmaa saostuma. 
Saostuma suodatettiin sintterillä (nro 4) ja sakkaa pestiin vedellä (2 x 20 ml). Sakan annettiin 
kuivua kellolasilla yön ylitse.  
Uudelleenkiteytystä yritettiin suorittaa 1:1 asetoni/etanolista. Tuote ei liuennut tähän 
liuokseen, vaikka liuottimien suhteita yritettiin vaihtaa. Ainoastaan tuotteen väri muuttui 
valkoisemmaksi, kun se suodatettiin uudestaan ja annettiin kuivua kellolasilla yön yli. 
Saanto punnittiin (7,2 g) ja laskettiin saantoprosentti (71 %).  
Koska tuote oli hyvin niukkaliukoinen orgaanisiin liuottimiin sellaisenaan, tuotteen 
rakenteen varmistamiseksi yhdisteestä valmistettiin vastaava asetaattijohdannainen.. Noin 
100 mg tuotetta liuotettiin 1 ml:an pyridiiniä ja saatuun liuoksen lisättiin 1 ml 
etikkahappoanhydridiä. Reaktioseoksen annettiin reagoida yön yli. Reaktio lopetettiin 
lisäämällä 10 ml etanolia. Liuottimet haihdutettiin pois käyttäen pyöröhaihduttajaa ja 
etanolin lisäys toistettiin viisi kertaa. Lopuksi lisättiin kloroformia (5 x 10 ml), jotta 
saataisiin kaikki pyridiini ja etikkahappo varmasti poistettua. Näytteestä mitattiin tämän 
jälkeen 1H- ja 13C NMR-spektrit käyttäen liuottimena CDCl3.  
 
1H NMR (300MHz, CDCl3): δ 3.85 (s, 6H), 5.07 (s, 4H), 6.84 (s, 2H), 7.26 (s, 2H); 
13C NMR (300MHz, CDCl3): δ 56.3, 65.9, 111.9, 122.4, 131.4, 134.4, 137.6, 151.7. 
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3.3.3 Dibentsodioksosiinin (1) syntetisointi  
 
Seuraavaksi dehydrodivanillyyli-alkoholista (78) (DDVA) valmistett i in 
koniferyylialkoholin (3) kanssa dibentsodioksosiinia (1), käyttäen katalyyttina HRP-
entsyymiä ja hapettimena vetyperoksidia (Kaavio 14). 
 
 
Kaavio 14. DBDO:n reaktioyhtälö. 
 
Synteesi aloitettiin valmistamalla pH 6 sitraatti-fosfaattipuskuri. Mittapulloon (100 ml) 
mitattiin 37 ml 0,01 M sitruunahappoa ja 63 ml 0,02 M natriumvetyfosfaattia. Liuoksen 
tarkka pH tarkistettiin vielä pH-mittarilla (6,07). Seuraavaksi valmistettiin väkevästä (11,02 
M) vetyperoksidiliuoksesta 10 ml 1.10 M vetyperoksidiliuosta. 
 
Varsinainen reaktio aloitettiin punnitsemalla 100 ml kaksikaulakolviin 1,41 g (0,0046 mol) 
dehydrodivanillyyli-alkoholia (78) ja lisättiin 30 ml sitraatti- fosfaattipuskuria ja 30 ml 1,4-
dioksaania. Koniferyylialkoholi (3) (0,91 g, 0,0050 mol) liuotettiin 5 ml:an 1,4-dioksaania, 
lisättiin puskuria 5 ml ja seos siirrettiin 10 ml ruiskuun. Toiseen 10 ml ruiskuun laitettiin 1:1 
seos(5+5 ml) 1,10 M (0,0055 mol) vetyperoksidista ja pH 6 puskuriliuosta (yhteensä 10 ml). 
HRP:tä punnittiin 12,3 mg (aktiivisuus oli 890 U/mg) ja se liuotettiin pieneen määrään vettä 
ennen lisäystä reaktioastiaan. HRP:n lisäys veteen tehtiin siksi, ettei orgaaninen liuotin 
denaturoisi entsyymiä. Ruiskut asetettiin ruiskupumppuun ja reagenssien lisäys aloitett iin 
virtausnopeudella 2,5 ml/h.  Lopuksi säädettiin sekoitus erittäin pienelle ja annettiin reaktion 
käydä yön yli huoneenlämmössä. Liuoksen väri muuttui yön aikana ruskeasta kirkkaan 
ruskeaksi/kellertäväksi.  
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Seos kaadettiin 250 ml erotussuppiloon ja liuosta uutettiin etyyliasetaatilla (4 x 40 ml). 
Uuttojen aikana muodostui voimakas emulsio, joten uutot tehtiin huolella. Orgaaniset faasit 
yhdistettiin ja kuivattiin natriumsulfaatilla. Liuotin haihdutettiin pois pyöröhaihduttime lla, 
jolloin jäljelle jäi punertava öljymäinen jäännösliuos. Raakatuotetta kuivattiin vielä 
öljypumpulla hetken verran, jotta kaikki liuotinjäämät saatiin varmasti poistettua. Tuotteen 
puhtaus tarkistettiin TLC-levyllä käyttäen eluenttina EtOAc/asetoni- liuosta (2:1). Vertailuna 
käytettiin puhdasta koniferyylialkoholia ja DDVA:ta. TLC-levyn perusteella, tuote sisälsi 5 
pistettä, joten se puhdistettiin käyttäen automaattista flash kromatografia- laitteistoa (Biotage 
SP4).  
 
Ajossa käytettiin 100 g:n silika-flash-pylvästä ja eluenttina EtOAc/asetonia (2:1). 
Puhdistuksessa erotettiin fraktiot, joiden oletettiin sisältävän haluttua tuotetta, ja kun 
liuottimet haihdutettiin pois, muodostui kellertäviä kiteitä. Tuotteen saannoksi punnitt i in 
0,19 g, (0,391 mmol) ja saantoprosentiksi saatiin 8,5 %. NMR ajoissa liuottimena käytettiin 
d6-asetonia (Liite 1 ja 2). 
 
1H NMR (500 MHz, d6-asetoni): δ 3.63 (s, 3H), 3.83 (s, 9H), 4.04 (d, 2H), 4.65 (s, 4H), 
4.77 (q, 1H), 5.04 (s, 1H), 5.57 (d, 1H), 6.74 (d, 1H), 6.76 (d, 1H), 7.06 (s, 1H), 7.08 (s, 
1H), 7.58 (s, 2H); 
3C NMR (500 MHz, d6-asetoni): δ 56.1, 61.4, 65.3, 83.7, 89.2, 110.8, 112.7, 115.7, 120.7, 
121.8, 127.3, 131.2, 134.3, 144.3, 146.0, 147.6, 154.3. 
 
3.3.4 Tetrameerin (5) synteesi menetelmällä 1 
 
Työn viimeisessä vaiheessa DBDO:hon (dibentsodioksosiini)(1) yritettiin liittää 
selektiivisesti koniferyylialkoholia (3) entsyymikatalyyttisesti hapettavissa olosuhteissa. 
Ainoana erona edelliseen reaktioon oli, että sitraatti- fosfaattipuskurin sijasta käytettiin 50 
mM natrium malonaattipuskuria, jonka pH oli 4,5. Reaktion reaktioyhtälö on esitetty 
Kaaviossa 1. 
 
Kaksikaulakolviin (25 ml) punnittiin 52 mg (0,107 mmol) DBDO:ta ja lisättiin joukkoon 
1,4-dioksaania (6 ml) ja 50 mM pH 4,5 malonaattipuskuria (3 ml). Koniferyylialkoholi (3) 
(19,3 mg, 0,107 mmol) liuotettiin 0,65 ml 1,4-dioksaania ja liuos siirrettiin 1 ml ruiskuun 
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siten että se täytettiin puskuriliuoksella. Toiseen 1 ml ruiskuun laitettiin 0,147 ml 1,10 M 
(0,150 mmol) vetyperoksidia ja täytettiin se puskuriliuoksella. HRP:tä punnittiin 2 – 3 mg 
(aktiivisuus oli 890 U/mg) ja liuotettiin se pieneen määrään vettä minkä jälkeen se lisätt iin 
kolviin. Ruiskut asetettiin ruiskupumppuun ja aloitettiin lisäys virtausnopeudella 0,5 ml/h.  
Lopuksi säädettiin sekoitus erittäin pienelle ja annettiin reaktion käydä yön yli 
huoneenlämmössä. Liuoksen väri muuttui yön aikana ruskeasta kirkkaan 
ruskeaksi/kellertäväksi.  
 
Seos kaadettiin 100 ml erotussuppiloon ja liuosta uutettiin etyyliasetaatilla (4 x 10 ml). 
Orgaaniset faasit yhdistettiin ja liuos kuivattiin vedettömällä natriumsulfaatilla. Liuotin 
haihdutettiin pois pyöröhaihduttimella, jolloin jäljelle jäi vain keltainen öljymäinen 
jäännösliuos. Raakatuotetta kuivattiin vielä öljypumpulla hetken verran, jotta kaikki liuotin 
saatiin varmasti poistettua. Punnittiin saanto (68 mg), laskettiin saantoprosentti (93 %) ja 
tehtiin tuotteesta NMR-näyte. Liuottimena käytettiin deuteroitua asetonia.  
 
Reaktiota tutkittiin myös HPLC:lla ottamalla 0.5, 1.0, 2.0, 3.5 ja 22.5 tunnin näytteet. 
Reaktiosta otettiin 0,1 ml näytteitä Eppendorf-vialiin, minkä jälkeen  pysäytettiin HRP 
entsyymin toiminta lisäämällä 0,9 ml 5mM NaN3:a, joka oli liuotettu 60/40 vesi/metanoli -
seokseen. Näytteistä valmistettiin 5 HPLC-näytettä, joiden pitoisuus oli arviolta alle 0,25 
mg/ml. Alkuperäisessä reaktiossa oli dibentsodioksosiinia 52 mg/11 ml (4,72 mg/ml).  
Näytteet suodatettiin 2 ml HPLC-vialeihin Phenomenex RC 0,45 m suodattimien avulla. 
 
NMR- ja HPLC–spektrit osoittivat, ettei haluttua reaktiota ollut tapahtunut menetelmän 1 
olosuhteissa. NMR-spektri oli lähes samanlainen kuin DBDO:n NMR-spektri, joitakin 
epäpuhtauksia lukuun ottamatta.  HPLC:n tulokset osoittivat selvästi, ettei lähtöaine 
(DBDO) ollut kulunut reaktion aikana.  
 
3.3.5 Tetrameerin (5) synteesi menetelmällä 2 
 
Kaksikaulakolviin (25 ml) punnittiin 52 mg (0,107 mmol) DBDO:ta ja lisättiin 1,4-
dioksaania (3 ml) ja 50 mM pH 4,5 malonaattipuskuria (6 ml). Koniferyylialkoholi (19,3 
mg, 0,107 mmol) liuotettiin 0,35 ml 1,4-dioksaania ja liuos siirrettiin 1 ml ruiskuun siten 
että se täytettiin puskuriliuoksella. Toiseen 1 ml ruiskuun laitettiin 0,147 ml 1,10 M (0,150 
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mmol) vetyperoksidia ja täytettiin se puskuriliuoksella. HRP:tä punnittiin 2 – 3 mg ja se 
liuotettiin pieneen määrään vettä ennen lisäämistä kolviin. Ruiskut asetettiin 
ruiskupumppuun ja reagenssien lisäys aloitettiin virtausnopeudella 0,5 ml/h.  Lopuksi 
säädettiin sekoitus erittäin pienelle ja annettiin reaktion käydä yön yli huoneenlämmössä. 
Reaktiossa muodostui ruskea saostuma reaktion aikana ja liuoksen väri oli muuttunut yön 
aikana kellertäväksi.   
 
Seos kaadettiin 100 ml erotussuppiloon ja uutettiin liuosta etyyliasetaatilla (4 x 10 ml). 
Synteesissä muodostunut ruskea saostuma otettiin talteen uuttojen vesifaasista. Liuotin 
haihdutettiin pyöröhaihduttajalla pois ja saostuma kaadettiin suodatinpaperin päälle ja 
pestiin sitä 2 x 5 ml vettä, jotta saatiin vesiliukoiset suolat pois. Punnittiin saanto (19,4 mg) 
ja liuotettiin sakka DMSO:hon NMR-tutkimuksia varten. Orgaaniset faasit yhdistettiin ja 
kuivattiin natriumsulfaatilla. Liuotin haihdutettiin pois pyöröhaihduttimella, jolloin jäljelle 
jäi vain keltainen öljymäinen jäännösliuos. Raakatuotetta kuivattiin vielä öljypumpussa 
hetken verran, jotta kaikki liuotin saatiin varmasti pois. Punnittiin saanto (21 mg), laskettiin 
saantoprosentti (31,5 %) ja tehtiin tuotteesta NMR-näyte. Liuottimena käytettiin deuteroitua 
asetonia. 
 
Tätäkin reaktiota seurattiin myös HPLC:lla ottamalla alkuperäisestä reaktioseoksesta 0.0, 
0.5, 1.0, 2.0, ja 3.0 tunnin näytteet. HPLC näytteet valmistettiin samalla tapaa kuin 
menetelmässä 1, mutta näytteisiin lisättiin 0,2 ml 1,4-dioksaania, jotta saatiin muodostunut 
sakka liukenemaan. HPLC-ajojen perusteella (Liite 3 ja 4) menetelmässä 2 käytetyissä 
reaktio-olosuhteissa DBDO kului reaktion aikana lähes täysin. Tetrameerin 1H-NMR – 
spektristä, joka on luotu käyttäen ChemDraw Ultra 2011 molekyylinpiirto-ohjelmaa (Liite 
5), nähtiin selkeästi ettei haluttua tuotetta ollut muodostunut reaktiossa (Liite 6) 
 
3.4 Koniferyylialkoholin entyymikatalyyttinen hapetusreaktio 
 
Koska haluttua tetrameeriä ei onnistuttu valmistamaan kummallakaan menetelmällä, 
tarvittiin informaatiota siitä, miten koniferyylialkoholi polymeroituu itsensä kanssa. Reaktio 
tehtiin Kaavion 15 mukaisesti. 
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Kaavio 15. Konifeyylialkoholin (3) hapetusreaktion reaktioyhtälö. 
 
Synteesi aloitettiin punnitsemalla 0,455 g (0,0025 mol) koniferyylialkoholia, joka liuotett i in 
2,5 ml:an dioksaania ja 2,5 ml sitraatti- fosfaattipuskuria (pH = 5,9). Liuotettu 
koniferyylialkoholi siirrettiin 5 ml ruiskuun. Toiseen 5 ml ruiskuun laitettiin 2,5 ml 1,102 M 
H2O2 (0,00276 mol) ja 2,5 ml sitraatti- fosfaattipuskuria. Kun ruiskut oli saatu valmiiksi ja 
aseteltu ruiskupumppuun, laitettiin 100 ml kaksikaulakolviin 15 ml dioksaania ja 15 ml 
sitraatti- fosfaattipuskuria. Punnittiin HRP:tä, 6,6 mg ja liuotettiin se pieneen määrään vettä. 
Ruiskulaitteen virtausnopeudeksi asetettiin 3,5 ml/h, jonka jälkeen lisättiin HRP 
kaksikaulakolviin ja annettiin reaktion käydä yön ylitse.  Reaktiosta otettiin 0, 0.25, 0.5, 1, 
1.5 ja 2 tunnin näytteet HPLC-ajoja varten. 
 
Seoksesta otettiin ohutlevynäyte, josta ajettiin TLC käyttäen eluenttina 2:1 
etyyliasetaatti/asetonia. Vertailuna käytettiin puhdasta koniferyylialkoholia. Ohutlevyyn oli 
ilmestynyt kolme pistettä, muttei lähtöaineen pistettä, joten todettiin että koniferyylialkoho li 
oli kulunut reaktiossa täysin. Tämän jälkeen seos kaadettiin 100 ml erotussuppiloon ja 
uutettiin liuosta etyyliasetaatilla (4 x 20 ml). Orgaaniset faasit yhdistettiin ja kuivatt iin 
vedettömällä natriumsulfaatilla. Liuotin haihdutettiin pois pyöröhaihduttimella, jolloin 
jäljelle jäi öljymäinen liuos. Raakatuotetta kuivattiin vielä öljypumpussa hetken verran, jotta 
kaikki liuotin saatiin varmasti poistettua. Öljymäisen liuoksen massaksi saatiin 0,397 g.  
 
Koska kyseessä on tuoteseos, haluttiin siinä olevat dimeerit erilleen toisistaan käyttäen 
automaattista flash kromatografia- laitteistoa (Biotage SP4). Erotuksessa käytettiin 10 g 
silika-flash-pylvästä ja eluenttina 1:10 asetoni/etyyliasetaattia. Ajon päätyttyä ajettiin 
ohutlevynäytteet samoissa olosuhteissa kuin aiemmin. Näiden perusteella yhdistett i in 
fraktiot 4–5, 7–11  ja 12–15. Liuottimet haihdutettiin pois pyöröhaihduttimella ja eri 
fraktioista valmistettiin NMR- ja HPLC-näytteet. Liuottimena NMR-ajoissa käytettiin d6-
asetonia.  
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Saatujen HPLC- ja NMR-tulosten perusteella koniferyylialkoholin dimeroinnissa muodostui 
-O-4-, -- ja -5-rakenteita (Liite 7), jotka on esitetty Kuvassa 23. Näistä dimeereistä -
O-4 (79) ja -5 (80) löydettiin selkeästi mutta -  dimeeriä (81) ei voitu varmuudella todeta, 
koska sen signaali mahdollisesti peittyy halutun tetrameerin alle HPLC-kromatogrammissa 
(Liite 4). Retentioajoiksi saatiin yhdisteelle (79) 10,46 min, yhdisteelle (80) 11,06 min ja 
yhdisteelle (81) 5,49 min. -5-piikin leveys liitteessä 4 johtui mahdollisesti siitä, että 
DBDO:n  piikki on lähes samassa kohdassa 5,17 min. 
 
 
 
 
Kuva 23. Koniferyylialkoholin entsyymikatalyyttisessa hapetuksessa muodostuvia tuotteita. 
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3.5 Dibentsodioksosiinin dimerointireaktio 
 
Koniferyylialkoholin polymerointi itsensä kanssa selvensi hieman sitä, mitä tetrameerin 
synteesissä tapahtui. Mutta vielä tarvittiin lisää tietoa muodostuvista piikeistä tetrameerin 
kromatogrammissa (Liite 4). Seuraavaksi kokeiltiin mitä muodostuu DBDO:n hapettuessa 
ilman koniferyylialkoholin läsnäoloa Kaavion 16 mukaisesti. 
 
 
 
Kaavio 16. Reaktioyhtälö DBDO:n ja HRP:n väliselle reaktiolle. 
 
Synteesi aloitettiin punnitsemalla 0,050 g (0,103mmol) DBDO:ta ja liuotettiin se 5 ml 
dioksaania ja 5 ml sitraatti- fosfaattipuskuria, jonka pH oli 5,9. Liuos kaadettiin 25 ml 
kaksikaulakolviin. Tämän jälkeen valmistettiin 0,1 ml 1,102 M (0,110 mmol) 
vetyperoksidiliuos. Yhden millin ruiskuun otettiin 0,1 ml valmistettua vetyperoksidiliuosta 
ja 0,9 ml puskuriliuosta. Asetettiin ruisku ruiskupumppuun ja säädettiin virtausnopeudeks i 
0,5 ml/h. Tämän jälkeen punnittiin 3,4 mg HRP ja lisättiin se kaksikaulakolviin. Reaktion 
aikana liuos muuttui ruskeasta voimakkaan vihreäksi. Reaktiota seurattiin jälleen myös 
HPLC:llä ottamalla reaktioseoksesta 0, 0.25, 0.5, 1, 2 ja 24 tunnin näytteet.   
 
Tämän jälkeen seos kaadettiin 100 ml erotussuppiloon ja liuosta uutettiin etyyliasetaatilla (4 
x 20 ml). Orgaaniset faasit yhdistettiin ja kuivattiin vedettömällä natriumsulfaatilla. Liuotin 
haihdutettiin pois pyöröhaihduttimella, jolloin jäljelle jäi vain öljymäinen liuos. 
Raakatuotetta kuivattiin vielä öljypumpussa hetken verran, jotta kaikki liuotin saatiin 
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varmasti poistettua. Saannoksi punnittiin 26,2 mg. Valmistettiin NMR näytte dimeeristä. 
Liuottimena NMR-ajoissa käytettiin d6-asetonia. 
 
HPLC- ja NMR- tulosten perusteella (Liite 8) DBDO:n dimeroinnissa muodostui 5-5’ 
dimeeriä (82), joka on esitetty Kuvassa 24. Tämä kyseinen heksameerinen ”dimeeri” esiintyi 
myös tetrameerin HPLC-kromatografissa (Liite 4). Rententioajaksi 5-5’-dimeerille saatiin 
10,10 min. 
 
 
 
 
Kuva 24. DBDO:n dimeroinnissa muodostuvan 5-5’-dimeerin muodostuminen. 
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3.4 Antioksidatiivisuusmittaukset 
 
Mittauksissa tutkittiin 21 fenolisen yhdisteen ja kanelihapon (64) (Taulukot 3 ja 4) 
antioksidatiivisuutta DPPH-radikaalinsieppauskykymenetelmällä. Saaduista tuloksista 
laadittiin kuvaajat, joissa esiintyy kaksi yhdistettä kerrallaan. Kuvaajat on laadittu siten, että 
kolmesta perättäisestä mittauksesta on laskettu DPPH:n absorbansseille keskiarvot ja 
käytetty saatuja arvoja kuvaajien piirtämiseen. Kuvaajien lisäksi laskettiin kaavan 1 avulla 
kuinka tehokas antioksidantti on kyseessä. Tämän lisäksi pohdittiin yhdiste iden 
rakenteellisia ominaisuuksia ja niiden vaikutuksia antioksidatiivisuuteen. 
 
3.4.1 p-kumariinihapon (60) ja sinapyylialkoholin (61) antioksidatiivisuus 
 
 
 
Kuvaaja 1. Sinapyylialkoholin ja p-koumariinihapon radikaalinsieppaustehokkuudet.  
  
Kuvaajasta 1 nähdään selkeästi, että sinapyylialkoholi on tehokkaampi antioksidantti, kuin 
p-kumariinihappo. Tämä johtuu siitä, että sinapyylialkoholin rakenteessa on 
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syringyyliryhmä ja primäärinen hydroksyyliryhmä hiiliketjun päässä, jotka kasvattavat sen 
antioksidatiivisuutta. p-kumariinihapon rakenteessa puolestaan ei esiinny metoksiryhmiä ja 
pelkkä hydroksyyliryhmä aromaattisessa renkaassa tekee siitä heikomman antioksidantin, 
kuten kuvaajasta 1 voidaan todeta.71 Sinapyylialkoholin tehokkuus oli Kaavan 1 mukaan 
87,0 % ja p-kumariinihapon puolestaan vain 4,1 %. 
 
3.4.2 Ferula- (62) ja kahvihapon (63) antioksidatiivisuus 
 
 
 
Kuvaaja 2. Ferulahapon ja kahvihapon radikaalinsieppaustehokkuudet. 
 
Kahvihapon rakenteesta löytyy katekoliryhmä (kaksi fenolista hydroksyyliryhmää). Ne ovat 
elektroneja omaavia ryhmiä, jolloin ne alistuvat radikaalien hyökkäyksille helpommin. 4 3  
Näin ollen ne nostattavat sen radikaalinsieppaustehokkuutta huomattavasti verrattuna p-
kumariinihappoon, jossa on vain yksi fenolinen OH-ryhmä. Ferula- ja kahvihapon rakenteet 
eroavat vain fenolisen OH-ryhmän suhteen. Ferulahapossa on OH-ryhmän tilalla 
metoksiryhmä, mikä alentaa sen antioksidatiivisuutta huomattavasti, kuten Kuvaajasta 2 
nähdään. Mathiesen et al.72 huomasivat tutkimuksessaan NMR-datan perusteella, että OH-
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ryhmä muodostaa intramolekulaarisen vetysillan karbonyyliryhmän kanssa, jonka vuoksi 
guajasyyliryhmän omaavat antioksidantit ovat heikompia. Ferulahapon tehokkuudeksi 
saatiin Kaavan 1 avulla 54,3 % ja kahvihapolle saatiin tehokkuudeksi liki 100 %, joten 
kahvihappo on lähes puolet tehokkaampi antioksidantti kuin ferulahappo. 
 
3.4.3 Dibentsodioksosiinin (1) ja kanelihapon (64) antioksidatiivisuus 
 
Erityistä mielenkiintoa tutkielman kannalta herätti synteettisesti valmistetun DBDO:n 
antioksidatiivisuus, joka on esitetty Kuvaajassa 3. 
 
 
 
Kuvaaja 3. DBDO:n ja kanelihapon radikaalinsieppaustehokkuudet. 
 
Kanelihapon rakenteesta ei löydy fenolisia OH-ryhmiä, joten sen antioksidatiivisuus on 
verrattavissa p-kumariinihapon radikaalinsieppaustehokkuuteen, sillä p-kumariinihapon 
rakenteessa on vain yksi fenolin hydroksyyliryhmä, jolloin se ei ole hyvä antioksidantt i 
kuten Kuvaajasta 1 nähtiin. Kaavan 1 mukaan kanelihapon tehokkuus oli ainoastaan 6,2 %. 
DBDO:n rakenteessa esiintyy guajasyyliryhmä, minkä ansiosta se pystyy hieman 
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sieppaamaan DPPH -radikaalia. Kuten ferulahapon kohdalla, myös DBDO muodostaa 
intramolekulaarisen vetysillan karbonyyliryhmän kanssa, jolloin sen tehokkuus pienenee.7 1  
Muutoin DBDO:n rakenteessa ei ole mitään mikä voisi lisätä sen antioksidatiivisuutta. 
DBDO:n tehokkuudeksi saatiin 23,7 %. 
 
3.4.4 Askorbiinihapon (33) ja p-kumariinihapon metyyliesterin (65) 
antioksidatiivisuus 
 
 
 
Kuvaaja 4. Askorbiinihapon ja p-koumariinhapon metyyliesterin radikaalinsieppaustehokkuudet. 
 
Askorbiinihapon kykyä toimia antioksidanttina on tutkittu useissa eri tutkimuksissa. Kuten 
Kuvaajasta 4 nähdään, askorbiinihappo on erittäin tehokas antioksidantti. Se kulutti DPPH -
radikaalin kokonaan (100 %). Samaan tulokseen olivat päätyneet myös Yamaguchi et al 
(1998)57 ja Soares et al (2003)58.tutkimuksissaan. Askorbiinihapon rakenteessa on neljä 
hydroksyyliryhmää, joista kaksi on rengasrakenteeseen sitoutuneena ja kaksi renkaan 
sivuketjuun sitoutuneena. Mitä enemmän hydroksyyliryhmiä rakenteessa on, sen parempi 
antioksidantti on kyseessä. Samaa ei voi kuitenkaan sanoa p-kumaryylihapon 
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metyyliesteristä, jonka tehokkuudeksi saatiin ainoastaan 2,8 %. Tämä johtuu siitä, että sen 
molekyylirakenteessa on vain yksi fenolinen OH-ryhmä samoin kuin p-kumariinihapossa, 
jolloin se on huono antioksidantti. Eri funktionaaliset ryhmät alkyyliketjujen päissä ei näytä 
vaikuttavan yhdisteiden (65) ja (60) antioksidatiivisuuteen. 
  
3.4.5 Syringaldehydin (66) ja syringyylialkoholin (67) antioksidatiivisuus 
 
 
 
Kuvaaja 5. Syringaldehydin ja syringyylialkoholin radikaalisieppaustehokkuudet. 
  
Syringyylialkoholin ja syringaldehydin rakenteet ovat melkein samanlaiset. Ne erovat 
toisistaan ainoastaan sen suhteen, että syringaldehydissä on aldehydi ryhmä ja 
syringyylialkoholissa primäärinen alkoholi kiinni aromaattisessa renkaassa. 
Mielenkiintoinen havainto olikin, että niiden antioksidatiivisuudet ovat ihan eri luokkaa, 
vaikka niissä molemmissa on antioksidatiivisuutta kasvattava syringyyliryhmä. Iso ero 
selittyy luultavasti sillä, että syringaldehydillä on enemmän resonanssirakenteita kuin 
syringyylialkoholilla ja näin ollen se ei ole yhtä reaktiivinen kuin syringyylialkoho li. 
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Syringyylialkoholilla on vähemmän resonanssirakenteita ja näin ollen se reagoi kiivaammin 
DPPH radikaalin kanssa. Samaan tulokseen olivat päässeet myös Szwajgier et al (2005) 
tutkimuksessaan.73 Näiden antioksidanttien tehokkuuksiksi saatiin Kaavan 1 mukaan 83,0 
% ja 12,5 %. 
 
3.4.6 Syringyylisulfonaatin (68) ja vanillyylialkoholin (69) 
antioksidatiivisuus 
 
 
 
Kuvaaja 6. Vanillyylialkoholin ja syringyylisulfonaatin radikaalinsieppaustehokkuudet. Syringyylisulfonaattia 
mitattaessa mitattiin DPPH:n absorbanssi 30 sekunnin välein, koska varsinainen mittausmetodin laitto koneeseen 
unohtui. 
 
Verrattaessa syringyylisulfonaatin tehokkuutta (31,9 %) Kuvaajan 5 aineisiin voidaan 
todeta, että sulfonaattiryhmä toimii paremmin kuin aldehydiryhmä mutta huonommin kuin 
alkoholi radikaalin sieppaamisessa. Syy tähän on epäselvä. Vanillyylialkoholin rakenne 
eroaa syringyylialkoholin rakenteesta vain metoksiryhmän suhteen mutta sen aktiivisuus on 
lähes 30 % pienempi kuin syringyylialkoholin. Tämä johtuu samasta syystä kuin ferulahapon 
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keskinkertainen aktiivisuus. Vanillyylialkoholin tehokkuudeksi saatiin 52,1 % ja se on 
vertailukelpoinen ferulahapon 56,3 % kanssa. Marginaalinen ero näiden kahden välillä voi 
johtua siitä, mitä Antonio et al50 havaitsivat tutkiessaan ksantofyllien ja karotenoidien 
rakenteiden vaikutusta antioksidatiivisuuteen. Konjugoituneiden kaksoissidosten määrän 
kasvaessa kasvaa myös niiden antioksidatiivisuus.  Ferulahapossa on enemmän 
konjugoituneita kaksoissidoksia kuin vanillyylialkoholissa, joten tämä saattaa selittää näiden 
välisen eron. 
 
3.4.7 4-(1-hydroksyylietyyli)-2-metoksifenolin (70) ja natrium 1-(4-
hydroksyyli-3-metoksifenyyli)etaanisulfonaattin (71) antioksidatiivisuus 
 
 
 
Kuvaaja 7. Aposynolin ja sulfonoidun aposynolin radikaalinsieppaustehokkuudet. 
 
Sekä yhdisteen (70) että (71) rakenteessa esiintyy guajasyyliryhmä. Ne erovat toisistaan vain 
sekundäärisen alkoholin suhteen, joka on para asemassa fenolin suhteen. 
Syringyylisulfonaatin (68) ja syringyylilkoholin (67) kohdalla huomattiin (Kuvaajat 5 ja 6), 
että sulfonaattiryhmä molekyylissä laskee sen aktiivisuutta huomattavasti. Sama ilmiö 
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toistuu myös yhdisteiden (70) ja (71) kohdalla. Ero ei kuitenkaan ole niin suuri kuin 
edellisessä kohdassa. Tämä johtuu siitä että syringyyliryhmä on tehokkaampi 
antioksidanttinen ryhmä kuin guajasyyliryhmä.  Yhdisteen (70) tehokkuudeksi saatiin 46,8 
% ja yhdisteen (71) puolestaan 35,3 %. Yhdisteen (70) tehokkuus oli vain reilut 10 % 
parempi kuin yhdisteen (71). Verrattaessa Kuvaajia 5 ja 6 toisiinsa huomattiin, että 
syringyylialkoholi on yli 50 % tehokkaampi kuin sen sulfonoitu muoto. 
 
3.4.8 Butyylihydroksitolueenin (72) ja esteröidyn fenyylikumaraatin (73) 
antioksidatiivisuus 
 
 
 
Kuvaaja 8. BHT:n ja esteröidyn fenyylikumaraatin radikaalinsieppaustehokkuudet. 
 
Butyylihydroksitolueenin (BHT) rakenteessa on fenolin lisäksi kaksi orto-asemassa olevaa 
tert-butyyli ryhmää ja para- asemassa oleva metyyli ryhmä. Kuvaajasta 8 käy ilmi, ettei 
BHT ole kovin tehokas sieppaamaan DPPH radikaalia. Syynä tähän on, ettei sen rakenteessa 
esiinny kuin yksi OH-ryhmä, joka ei yksinään ole hyvä asia kuten todettiin p-kumariinhapon 
ja metyyli-4-hydroksikinnamaatin kohdallakin. BHT:n tehokkuudeksi saatiin 20,7 %, joka 
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on kumminkin parempi kuin p-kumariinihapon ja metyyli-4-hydroksikinnamaa tin 
tehokkuudet. Tert-butyyli ryhmät kohottavat aktiivisuutta hieman mutta eivät niin paljon 
kuin guajasyyli ja syringyyli ryhmät. Cuvelier et al. osoittivat, että orto tai para asemissa 
olevat funktionaaliset ryhmät kasvattavat antioksidantin aktiivisuutta.74 -5 esterin ((E)-
metyyli-2-(4-hydroksyyli-3-metoksifenyyli)-7-metoksi-5-(3-metoksi-3-oksoprop-1-en-1-
yyli)-2,3-dihydrobentsofuran-3-karboksylaatti) rakenteessa esiintyy guajasyyli- ja 
esteriryhmä -5 -kiinnityskohdssa ja molekyylin toisessa päässä. Cuvelierin et al.74 mukaan 
esteri ryhmät eivät paranna molekyylin antioksidatiivisuutta, vaan joissakin tapauksissa ne 
voivat heikentää sitä. Syy tähän on epäselvä.  -5 esterin aktiivisuudeksi saatiin 19,4 %. 
 
3.4.9 Syrolin (75) ja erolin (74) antioksidatiivisuus 
 
 
 
Kuvaaja 9. Syrolin ja erolin radikkalinsieppaustehokkuudet. 
 
Syrolin [2-(2,6-dimetoksifenoksi)-1-(4-hydroksi-3,5-dimetoksifenyyli)propaani-1,3-dio li] 
ja erolin [1-(4-hydroksi-3-metoksifenyyli)-2-(2-metoksifenoksi)propaani-1,3-dio li] 
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kohdalla erityistä mielenkiintoa herätti se, että eroli oli parempi antioksidantti kuin syroli. 
Tulos on ristiriidassa muiden samanlaisten rakenteiden omaavien antioksidanttien kanssa, 
koska syringyyli rakenteen omaavan antioksidantin tulisi olla parempi antioksida ntti kuin 
guajasyyli rakenteen omaava antioksidantti. Syy tähän saattaa olla se, että syrolin 
mittaliuoksen valmistamisessa syroli ei liuennut kunnolla metanoliin, jolloin liuoksen 
pitoisuus ei ole oikein. Syrolin tehokkuudeksi saatiin Kaavan 1 avulla 23,3 % ja erolin 
tehokkuudeksi saatiin puolestaan 35,5 % 
 
3.4.10 GSDHP:n  ja GDHP:n antioksidatiivisuus 
 
 
 
Kuvaaja 10. GDHP:n ja GSDHP:n radikaalinsieppaustehokkuudet. 
 
Kuvaajassa 10 olevien antioksidanttien tarkkoja rakenteita ei tiedetty. Niiden 
molekyylimassat olivat 1400 g/mol luokkaa ja niiden rakenteissa esiintyy guajayyli- ja 
syringyylirakenteita, jotka nostattavat niiden antioksidatiivisuutta. GDHP on 
koniferyylialkoholista muodostunut polymeeri, jonka rakenteessa esiintyy vain 
guajasyyliryhmiä. GSDHP on puolestaan polymeeri, joka on muodostunut koniferyyli- ja 
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sinapyylialkoholista. Sen rakenteessa esiintyy sekä G että S rakenteita. Kuten Kuvaajasta 10 
nähdään, GSDHP on parempi antioksidantti kuin GDHP, syringyyliryhmien ansiosta. 
GSDHP:lle tehokkuudeksi saatiin 40,8 % ja GDHP:lle 32,9 %.  
 
3.4.11 Vehnäligniinin ja syringaresinolin (76) antioksidatiivisuus 
 
Tutkielman kannalta mielenkiintoisin näyte oli vehnäligniini ja sen kyky toimia 
antioksidanttina. Vehnästä uutetun ligniinin molekyylipainona käytettiin geelisuodatukse l la 
määritettyä (GPC) keskimääräistä lukumääräpainotettua molekyylipainojakaumaa 5400 
g/mol. 
 
 
 
Kuvaaja 11. Vehnäligniinin ja syringaresinolin DPPH radikaalin sieppaustehokkuudet. 
  
Vehnäligniinin molekyylipainosta päätellen sen rakenteessa esiintyy useita G ja S rakenteita 
ja sillä on myös useita fenolisia OH ryhmiä, jotka edistävät sen antioksidatiivisuutta. Kuten 
Kuvaajasta 11 käy ilmi, vehnäligniini on todella hyvä antioksidantti. Sen tehokkuudeksi 
saatiin 81,1 %, joka on samaa luokkaa kuin syringalkoholin, syringaresinolin ja 
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sinapyylialkoholin tehokkuudet. Syringaresinolin rakenteessa on kaksi GS ryhmää, joten se 
on myös hyvä antioksidantti. Sen tehokkuudeksi saatiin sama kuin vehnäligniinillekkin. 
 
 
3.5 Yhdisteiden tehokkuuksien vertailu 
 
Kaaviossa 15 on esitetty mitattujen antioksidanttien tehokkuudet tehokkaimmasta 
antioksidantista vähiten tehokkaimpaan antioksidanttiin. 
 
 
 
Kaavio 15. Mitattujen antioksidanttien radikaalinsieppaustehokkuudet paremmuusjärjestyksessä. 
 
Ylläolevasta kaaviosta käy selkeästi ilmi, että askorbiinihappo (33), kahvihappo (63) ja 
sinapyylialkoholi (61) pystyvät toimimaan tehokkaina antioksidantteina. Tämä johtuu siitä, 
että niiden rakenteissa esiintyy syringyyliryhmiä tai niillä on enemmän kuin yksi fenolinen 
hydroksyyliryhmä aromaattisessa renkaassaan. Suurinta mielenkiintoa herätti viljan 
korsiligniini, jonka tehokkuus oli parhaimpien antioksidanttien joukossa. Synteettises t i 
valmistetun DBDO:n (1) aktiivisuus oli vajaat 25 % ja sinapyyli- ja koniferyylialkohole ista 
uutettujen polymeerien (GSDHP ja GDHP) tehokkuudet olivat melkein samaa 
suuruusluokkaa. Butyloidun hydrokseenitolueenin (72) tehokkuus ylsi hieman yli 20 %. 
Lähes samaan tulokseen olivat päässeet myös Sharma et al.75 tutkimuksessaan. Huonoimmin 
DPPH radikaalia sieppasivat yhdisteet, joiden rakenteessa oli vain yksi fenolinen OH ryhmä 
ilman metoksiryhmiä sen vieressä. Kanelihappo (64), p-kumariinihappo (60) ja p-
kumariinihapon metyyliesteri (65) täyttävät edellä mainitun ominaisuuden, jonka vuoksi ne 
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ovat huonoja antioksidantteja. Keskivertoisia antioksidantteja olivat ferulahappo (62), 4-(1-
hydroksyylietyyli)-2-metoksifenoli (70) ja vanillyylialkoholi (69). Kaikkien näiden 
rakenteessa oli guajasyyliryhmä, joka nostattaa niiden tehokkuutta huomattavasti verrattuna 
esimerkiksi kanelihappoon, jonka rakenteessa tätä ei ole.   
4. Yhteenveto 
 
Tetrameerin (5) syntetisointi käytetyllä menetelmillä ei mahdollisesti tuottanut haluttua 
tuotetta ollenkaan. Sen sijaan reaktiossa muodostuu koniferyylialkoholin -O-4 (79), -  
(81) ja -5 (80) dimeerejä ja DBDO:n 5-5 –dimeeriä (82). Reaktiosta olisi ollut hyvä ottaa 
tuotteen massaspektri, jotta olisi saatu enemmän informaatiota reaktiossa muodostuvista 
tuotteista. Kaikkia signaaleja ei onnistuttu tunnistamaan tetrameerin HPLC-
kromatogrammista. Tunnistamattomat signaalit saattavat olla koniferyylialkoholin ja 
DBDO:n välisiä tuotteita. Tämän selvittämiseksi tulisi valmistaa vastaava tetrameeri ja ajaa 
siitä HPLC ilman asetylointia.  
 
Antioksidatiivisuus mittauksissa mitattiin 22 erilaisen yhdisteen kykyä pelkistää vapaata 
DPPH -radikaalia metanoliliuoksessa. Tulosten perusteella voidaan sanoa, että 
tehokkaimmin radikaalia sieppasivat yhdisteet, joilla oli rakenteessaan syringyyli- tai 
katekoliryhmä. Esimerkiksi kahvihapossa ja sinapyylialkoholissa esiintyy näitä rakenteita.  
Myös monet muut tutkimukset olivat päätyneet samoihin tuloksiin. Yhdisteet, joiden 
rakenteessa oli guajasyyliryhmä, osoittautuivat keskinkertaisiksi antioksidanteiksi. Tätä on 
selitetty kirjallisuudessa sillä, että guajasyylirakenne muodostaa intramolekulaar isen 
vetysillan 3-aseman metoksyyliryhmään, jolloin sen antioksidatiivisuus heikkenee. Tällais ia 
yhdisteitä olivat ferulahappo, ja vanillyylialkoholi. Poikkeuksena oli syroli (75), joka oli 
heikompi antioksidantti kuin eroli (74) vaikka sen rakenteessa olikin syringyyliryhmä. Tämä 
johtui siitä, että syroli ei liuennut kunnolla mentanoliin, jolloin sen pitoisuus oli väärä 
liuoksessa. Antioksidanteista huonointen toimivat sellaiset yhdisteet joiden aromaattisessa 
renkaassa oli substituenttina ainoastaan yksi fenolinen hydroksyyliryhmä tai yhdiste sisälsi 
pelkän aromaattisen renkaan. Esimerkkinä tällaisita ovat kanelihappo ja p-kumariinhappo. 
Yhdisteissä (60) ja (65) alkyyliryhmän päissä olevat eri funktionaaliset ryhmät vaikuttavat 
antioksidatiivisuuteen hyvin vähän tai eivät ollenkaan. 
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Erityistä mielenkiintoa herätti viljaligniinin suuri tehokkuus mittauksissa. Tämä tulee 
herättämään jatkossa paljon kysymyksiä siitä, että voidaanko ligniiniä ja siitä pilkkoutune ita 
yhdisteitä hyödyntää erilaisissa lääkkeissä ja voidaanko sitä esimerkiksi lisätä ruokiin 
lisäaineena terveyden edistämiseksi. 
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6. Liitteet 
 
 
 
Liite 1. DBDO.n 1H-NMR-spektri.  
 
 
Liite 2. DBDO:n 13C-NMR-spektri. 
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Liite 3. Menetelmän 2 tetrameerin 0h näyte reaktiosta. DBDO:n pinta-ala tässä oli 70,45 % (retentioaika 5,17 min) ja 
detektorin aallonpituus 270,4 nm. DBDO:n kalibroinnissa sen signaali löytyi samasta kohtaa kuin tässäkin. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Liite 4. Menetelmän 2 tetrameerin 3h näyte reaktiosta. DBDO:n pinta-ala oli enää 4,16 %. KA= koniferyylialkoholi. 
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Liite 5. ChemDraw Ultra 2011 molkyylinpiirto-ohjelman avulla muodostettu tetrameerin 1H-NMR-spektri. Siirtymät ovat 
laskennallisia arvoja, joten ne eivät välttämättä ole totuudenmukaisia.  
 
 
 
 
Liite 6. Menetelmän 2 1H-NMR-spektri. Liitteeseen 5 verrattuna, nähtiin selkeästi ettei spektrissä ole haluttua tuotetta. 
Yhtäläisyyksiä kyllä löytyy mutta joitakin signaaleja muuttuu. Esimerkiksi signaalit 5.5 – 5.3 ppm:n kohdalla ,liitteessä 5, 
puuttuvat tästä spektristä kokonaan.   
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Liite 7. Koniferyylialkoholin dimerointireaktion reaktioseoksesta otettu 2h näyte. -O-4 (79) piikki on retentioajalla 10.43 
min, signaali  -  (81)  retentioajalla 11.06 min ja -5 (80) retentioajalla 5.49 min.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Liite 8. 24 h näyte DBDO:n dimerointi reaktiosta. 5-5 dimeeri on yhdisteen (82) signaali. 
